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(w) Analyse des "host cell shut-offs". 

in 

® @ Die Erfindung umfaBt ein Verfahren zur Analyse des durch Picornaviren verursachten "host cell shut-offs" 
sowie die Verwendung dieses Verfahrens zur Isolierung von Inhibitoren gegen die am "host cell shut-off" 
beteiligten zellularen und viralen Proteine, insbesondere gegen die 2A Proteinasen. 
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tine Infektion durch die meisten Vertreter der Picornaviren fuhrt sehr bald zu einer drastischen 
Reduktion der zellularen Proteinbiosynthese trotz Anwesenheit intakter, endogener messenger HNA 
(mRNA). Dieses als "host cell shut-off" bekannte Phanomen ermdglicht dem Virus eine effiziente Synthese 
der genomischen RNA und der viralen Proteine (Rueckert R. R. (1990) "Picornavindae and their Replica- 

5 tion", in Helds, B. N. (Hrsg.) "Virology", 2. Auflage, Bd. 1-2, 50/ - 548). 

Der molekulare Mechanismus, der zum "host cell shut-off" fuhrt, ist noch nicht genau bekannt. Im 
Verlauf der Infektion wird eine Spaltung des Proteins p220 (elh-4-y) beobachtet, einer Komponente des 
eukaryotischen Initiationsfaktors elF-4h, die fur die Ausbildung eines Cap-abhangigen Initiationskomplexes 
notwendig erscheint (Sonenberg, N. (1987) Adv. Virus Res. 33, 1/5-204). Da die zellularen mRNAs eine 

jo charaktenstische Cap-Struktur besitzen, wird dadurch deren Translation unterbunden. Picornaviren enthalten 
hingegen kein Cap, sondern verfugen Liber eine funktionell konservierte Region in der 5' nicht translatierten 
Region, die eine Cap-unabhangige Translation ermdglicht (Pelletier, J. und Sonenberg, N. (1988), Nature 
334, 320 - 32b; Kuhn et al. (1990), J. Virol. 64, 4625-4631). 

Die Spaltung von p220 wird bei bntero- und Rhinoviren moglicherweise indirekt durch die virale 

i5 Proteinase 2A und bei Aphtoviren durch das Leaderprotease-Paar L/L' hervorgerufen (Krausslich, H.-G., 
Nicklin, M. J. H., Toyoda, H , Etchinson, D. und Wimmer, E. (1987) J. Virol. 61, 2/11 - 2718; Lloyd, R. t., 
loyoda, H., Etchinson, E. t Wimmer, E. und Ehrenfeld, E. (1986) Virology 150, 299 - 303; Belsham, G. J. 
und Brangwyn, J. K. (1990) J. Virol. 64, 5389 - 5395; Devaney et al. (1989) J. Virol. 62, 440/-4409). bine 
Reihe experimenteller Ergebnisse spricht dafur, daG durch diese auBerst spezifischen viralen Proteinasen 

20 eine latent in der infizierten Zelle vorliegende, endogene Proteinase proteolyttsch aktiviert wird, die 
ihrerseits die Spaltung von p220 bewirkt (Krausslich et al., loc. cit.; Lloyd et al., loc. cit.; Hellen, C. U. 1., 
Krausslich, H -G. und Wimmer, E. (1989) Biochem. 28, 9881 - 9890). Diese Aktivierung ist jedoch noch 
nicht bewiesen, da es bislang nicht gelungen ist, die zellulare Proteinase zu identifizieren. Es konnte jedoch 
gezeigt werden, daR der eukaryotische Initiationstaktor elh-3 em notwendiger Bestandteil dieser p220 

25 Spaltungsaktivitat ist (Wyckoff, b., Hershey, J.W.B. und Ehrenfeld, b. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
87, 9529 - 9523). 

Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen zeigen jedoch keinen zeitlich kausalen Zusammenhang zwi- 
schen der Spaltung von p220 und dem Auftreten des "host cell shut-offs", was dessen Relevanz als 
auslosende Ursache dieses Phanomens zur Zeit noch kontrovers erscheinen la fit (Urzainqui and Carrasco 
30 (1989) J. Virol. 63, 4/29-4735). 

Die vorliegende brfindung stellt nun em in vitro Verfahren zur Vertugung, das erlaubt, den molekularen 
Mechanismus des durch Picornaviren verursachten "host cell shut-off" zu analysieren. 

Das erfindungsgemafle Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, da(3 eine RNA abgeleitet von einem Gen 
mit mindestens einem internen Translationsstart mit einer Cap-Struktur versehen wird. Diese RNA wird 
35 mittels einer Translationsmischung, die mit einer picornaviralen Proteinase vorinkubiert ist, in vitro transla- 
tion. Durch Vergleich des erhaltenen Proteinmusters mit entsprechenden Proteinmustern der I ranslations- 
produkte der entsprechenden RNAs ohne Cap-Struktur undoder ohne Vonnkubatton der 1 ranslationsmi- 
schung mit einer picornaviralen Proteinase kann der "host cell shut-off" analysiert werden. 

Die vorliegende brfindung umfaBt weiterhin em Verfahren zur Herstellung der fur das Analyseverfahren 
40 bendtigten picornaviralen Proteinasen sowie Verfahren zu deren Reinigung. 

Neben der Charakterisierung der am "host cell shut-off" beteiligten Substanzen kann das erfindungsge- 
maBe Verfahren zur Identifizierung von Inhibitoren des "host cell shut-offs" verwendet werden. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert erlautert. 

Uberraschenderweisc wurdo gefunden, daB die binwirkung von picornaviralen 2A Proteinasen aut in 
■/5 vitro I ranslationsmir.chungcn ._'n oinor t rhohung dor I ranslation^initiation an intornnn Stattcodonr. (AUG) 
von MNA-rVTolokiilcn m;t Cap-Struktu» fuhrt. 

bin Aspekt dei voilioyonden Liliiidung umlafit doshalb cin Vortahren zur Analyse des "host cell shut- 
offs" mit folgenden I eilschrittcn: 

(a) In vitro Herstollung einer RNA mit Cap-Struktur abgeleitet von einom Gen mit mindestens einem 
.->() internen I lanslationsslai t, 

(b) Inkubation einer in vitro Translationsmischung mit einer den "host cell shut-off" auslosenden 
picornaviralen Proteinase, insbesondere einer rhmoviralen 2A Proteinase; 

(c) Inkubation der unter Punkt (a) hergestellten RNA mit der unter Punkt (b) hergestellten 1 ranslationsmi- 
schung; 

55 (d) Analyse der Translationsprodukte. 

Fur das erfindungsgemafie Verfahren kann zur Herstellung der entsprechenden RNA durch in vitro 
Transkription jedes Gen verwendet werden, das einen Leserahmen mit Start- und Stopcodon besitzt und 
dessen RNA zusatzlich mindestens em internes Translationsstartcodon (AUG) aufweist. Dabei bezeichnet 
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der Begntf "Gen" ein beliebiges DNA-Fragment, das Informationen zur Synthese eines Proteins enthalt 
bzw. fur ein Protein codiert. Zweckmafiigerweise sind ein Oder mehrere zusatzliche rranslationsinitiations- 
stellen so angeordnet, daft sowohi das erste Startcodon als auch alle zusatzlichen Startcodons solche 
Proteine bzw. Peptide liefern, die z.B. durch ihr unterschiedliches Molekulargewicht emzeln nachgewiesen 

5 werden konnen. In Beispiel 1 ist die Konstruktion eines geeigneten Gens anhand eines picornaviralen 2C 
Gens (HRV2 2C Gen) ausfuhrhch beschrteben. 

Die Sequenzen picornavirafer Gene sowie die Methoden zu ihrer Herstellung sind bekannt und z.B. von 
Stanway et al. (19B4) Nucl. Acids Res. 12, /8b9-/8/b fur das humane Rhinovirus HRV14 und von Skern et 
al. (198b) Nucl. Acids Res. 13, 2111-2126 fur das humane Rhinovirus HRV2 beschrteben. Die entsprechen- 

w den Wen als Ausgangsstoffe zur Isolierung der Gene sind z B. von der American Type Culture Collection 
(Hockville, Maryland, USA) erhaltiich. Die benotigten Genabschnitte konnen auf Grundlage der bekannten 
Sequenzen naturlich auch synthetisch hergestellt werden (z. B. nach tdge et al. (1981) Nature 292, 756- 
762). 

Alle fur die Konstruktion eines geeigneten Gens notwendigen Methoden wie z.B. der die Insertion von 
75 Start- und Stopcodons sowie interner r ranslationsinitiationsstellen sind dem Pachmann bekannt und z.B. im 
Sambrook et al., loc. cit. beschrieben. Dabei kann die Sequenz vor dem ersten Start-AUG vorteithafterweise 
so gewahlt werden, dar3 es die hochstmogliche Ubereinstimmung mit der Konsensussequenz von Kozak 
besitzt (Kozak, M. (1989) J. Cell. Biol 108, 229-241). 

Fur das in Beispiel 1 verwandte 2C Gen mussen Start- und Stopcodon erganzt werden. Im HRV2 2C- 
20 Gen, das nach Skern et al. (198b loc. cit.) isoliert werden kann, liegen interne 1 ranslationsinitiationsstellen 
bereits vor. 

Zur in vitro Transkription, d. h. zur Herstellung der entsprechenden RNA, wird das wie oben beschrie- 
ben vorbereitete Gen in einen "I ranskriptionsvektor klomert, Damit wird das Gen unter die Kontrolle eines 
RNA-Polymerase Promotors gebracht. Nach in vitro 1 ransknption kann die entsprechende RNA im Mtkro- 
25 grammbereich erhalten werden. Bevorzugte Vektorsysteme arbeiten mit SP6-, 13- und r/-Promotoren. Zum 
Beispiel kann das Plasmid pGbM2 (Promega) eingesetzt werden. 

Die in vitro Transkription der entsprechenden UNA erfotgt nach Standardmethoden, wie z.B. bei 
Duechler et al. (1989) Virology 168. 159 - 161, Sambrook et al. (1989) loc. cit., Kneg, P. A. und Melton, D. 
A. (198/) Meth. bnzymol, 1bb, 39/ - 41b oder Bujaid, H. et al. (198/) Meth. hnzymol. 1bb, 416 - 433 
30 beschrieben. 

bin in vitro I ranskripttonsansatz kann z.B. enthalten: 20 mM Natriumphosphat, pH /,/; 8 mM MgCb, 10 
mM DI I, 4 mM Spormidin-HCI, 50 mM NaCI und 0,4 bis 1 mM ATP, CTP, GIP und UIP. Die lemplate- 
DNA (20 ug/ml) wird mit einem geeigneten Restriktionsenzym linearisiert, gefolgt von Phenoiextraktion und 
bthanolprazipitation. Die Reaktion wird durch Zugabe der entsprechenden RNA Polymerase gestartet. bs 

35 wird fur 30 min. bei 3/ ° C inkubiert. 

Nach der 1 ranskriptionsreaktion kann die DNA durch Zugabe von DNase I (RNAse-frei, Boehringer 
Mannheim) verdaut und die RNA durch Phenoiextraktion und bthanolfallungen gereinigt werden. 

halls fur die nachfolgende in vitro Translation die RNA mit einer Cap-Struktur versehen werden soli, 
kann zur bansknptionsreaktion 'mGpppG und GIP zugesetzt werden. Zum beispiel kann der von Duechler 

40 et al. (1989) loc. cit., beschriebene Reaktionsansatz 1 mM 7 mGpppG und 250 uM GTP enthalten. 

Zur in vitro Translation werden Proteinextrakte, die kommerziell bezogen oder mit Standardmethoden 
hergestellt werden konnen, eingesetzt. Zum Beispiel konnen Kaninchenretikulozytenlysate oder Heba- 
Zellextrakte verwendet werden. AuBerdem kann die Translationsmischung durch bekannte Verfahren fraktio- 
niert werden. urn die Wirkung dor oinzelnon Proteino bzw, Protcinmischungen auf die 1 ranslationsreaktion 

tu zu ubcrprutcn (Sambrook J., hntsch. b. K. Maniatis. I (1989): "Molecular cloning: a laboratory manual" 
(.'old Spring Harhnt I aboratory Press: boicpiel 1) 

Wio in Beispiel i yczoigt. wnd jewoils 1 ug einoi RNA piu Reaktionsansatz eingesetzt. Uor Ruaktions- 
ansatz enthalt aulieidem in 20 ul 90 mM KCI. 0,3 mM MgCI, , 10 mM Krcatinphosphat. 2 ul ' S- 1 tans-babel 
(ICN; 1U uCi ul, 1000 Ci mmol) und 11, b ul Kaninchenroticulocytenlysat. das mit Micrococcal Nuclease 

■-id (Sujma) liohandelt wuiden wai Das Kaninchuntt.'liculocylentysat kann z.B. nach doi Methode voir Jackson 
R. und Hunt, T (Meth. bnzymol. (1983) 96, bO - /4) durch Behandlung mit Micrococcal Nuclease hergestellt 
werden. Nach 1 Stunde bei 30 6 C wird die Reaktion durch Zugabe von 1 ul 200 mM Methionm gestoppt 
und em Aliquot (1 ul) auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Das Gel wird nach Beendigung des 
baufes fluorographiert. Beispiel 4 zeigt die Verwendung eines Heba-Zellextraktes zur in vitro Translation. 

55 Fur die Markierung der Iranslationsprodukte kann eine Vielzahl von Methoden verwandt werden, die 
samthch aus dem Stand der Technik bekannt sind, z.B. tinbau radioaktiver Aminosauren, elektrophoreti- 
sche Auftrennung und Fluorographic oder Detektion der aufgetrennten Iranslationsprodukte durch immuno- 
logische Methoden, z.B. durch Nachweis der entsprechenden Proteine bzw. seiner Fragmente durch gegen 
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sie gerichtete monoklonale Oder polyklonale Antikorper, die nach bekannten Methoden herstetlbar sind 

(Sambrook et at. (1989) loc. cit.). 

Gemafl der Erfindung wird die I ranslationsmischung mit dem den "host cell shut-off" auslosenden 

Agens, der entsprechenden picornaviralen Proteinase, vorinkubiert. Dazu kann die Proteinase in reiner oder 
5 partiell reiner f-orm sowie als Rohextrakt der Translationsmischung zugesetzt werden. 

HersteHungsmethoden fur picornavirale Proteinasen, insbesondere der rhinoviraten 2A Proteinasen sind 

bekannt. Zum Beispiel sind fur die HRV2 2A Proteinase die bxpressionsvektoren pEx2A (Skern et al. 

(1991) Virology 181, 46-54) und pPROK-2A (Sommergruber et al. (1992) J. Biol. Chem. 26/, 22639-22644) 

beschneben. Allerdings fallt nach Expression mittels pbx2A der groftte leil der Proteinase als unldsliches 
w Material an Die Expression mittels pPROK-2A liefert em Gemisch aus reifer Proteinase und em um em 

zusatzliches N-terminales Methionin verlangertes Protein. 

Fur die Herstellung loslicher picornaviraler Proteinasen, insbesondere in grofierer Menge, kann vorteil- 

hafterweise das in den Beispielen 3 und 4 beschnebene Herstellungsverfahren genutzt werden. Hier wird 

zur Preparation einer loslichen, maturen, rhinoviralen Proteinase das Gentragment fur den C-terminalen 
;5 Anteil des VP1 Proteins sowie das vollstandiqe Gen fur die 2A Proteinase in den Vektor pET8c (Novagen, 

Madison, USA) oder pET3b (Novagen, Madison, USA) kloniert und in dem E. coli Stamm BL21 (Dt3)LysS 

bzw. -LysE (Novagen, Madison, USA) zur Expression gebracht. 

Der VP 1 -Anteil kann bevorzugt die 3 C-termmalen bis 40 C-terminalen Aminosauren umtassen, so daO 

nach Expression ein losliches Fusionsprotein anfallt, das durch die autokatalytische Akttvitat des picornavi- 
20 ralen 2A Protetnaseanteils das losliche mature Protein freisetzt. Insbesondere eignen sich die 28 C- 

terminalen VP1 -Aminosauren fur die Bildung des Fusionsproteins, Beispielhaft ist die Expression fur die 

Herstellung der loslichen, maturen HRV2 2A Proteinase mittels der Plasmide pET/2A und pET8c/2A in den 

Beispielen 2 und 3 beschrieben. Die cDNA-Sequenzen fur den C-terminalen Anteil des VP1 -Proteins sowie 

des 2A Proteins sind bekannt und z.B. durch Stanway et al., loc. cit. und Skern et al., loc. cit. beschrieben. 
25 Sie kdnnen direkt aus den Viren isoliert oder aber auch synthetisch hergestellt werden (Edge et al., loc. 

cit.). Die entsprechenden Viren sind z.B. von der American Type Culture Collection (Rockville, Maryland, 

USA) erhaltlich. 

Ein Aspekt der Erfindung ist deshalb auch ein Vertahren zur rekombmanten Herstellung einer loslichen, 
maturen, picornaviralen 2A Proteinase, bevorzugt einer rhinoviralen 2A Protease, das durch die Klonierung 
30 des C-terminalen Anteils des picornaviralen VP1 Proteins und nachfolgend des vollstandigen picornaviralen 
2A Proteins in die oben genannten Vektoren gekennzeichnet ist. Nach Expression konnen die Zellen wie in 
Boispief 3 beschrieben aufgearbeitet werden. Zum Beispiel konnen die Zellen durch Ultraschall lysiert und 
die Proteinase aus dem nach Zentnfugation erhaltenen Zelluberstand durch fraktionierte Ammoniumsulfat- 
fallung konzentriert werden. AnschlieGend kann die Proteinase durch lonenaustausch- und Gelchromatogra- 
35 phie weiter gereinigt werden (Beispiel 3). 

Daneben kann die 2A Proteinase auch direkt nach fraktionierter Ammoniumsulfatfallung eingesetzt 
werden (Beispiel 2). 

Nach Vonnkubation der Translationsmischung mit der entsprechenden Proteinase findet die in vitro 
Iranslation unter Zusatz eines markierenden Reagenzes, zum Beispiel einer radioaktiven markierten 

40 Aminosaure wie ^S-Methionin statt. Nach Translation konnen die erhaltenen Proteine mit bekannten 
Methoden detektiert werden (Sambrook et al. (1989) loc. cit.). 

Im folgenden wird das Verfahren anhand der Translation des rhinoviralen 2C Gens erlautert: 
Das gemaB Beispiel 1 vorbereitete HRV2 2C-Gen (Skern et al., loc. cit.) in Plasmid pLink-2C (Fig. b und 6) 
wird nach Lmeansierung mit BamH1 in vitro trnnskribierl Die RNA umfafit vom 1 ranskriptionsstart bis zum 
AUG Codon 46 Nuklcotido, gofolqt von don Nukleotiden 38/2 bis b219 dor HRV2 Sequenz. Zur Kontrollo 
kann da;' Pla:;mid phnk-RC (I ig. b und U. IJei:;picl 1) diction, wobo-i nach Linoansiorunq mit BamH1 and dor 
in vitio I l ansknption cine UNA ontstcht, die von I ianskr iptionsboginn bis zum I ranslationsstait der HHV2 
Sequenz AH Nukleotide umtalit. gefolgt von den Nukleotiden 3b8/ bis b219 dei HRV2 Sequenz. Zum 
wcitcron Verglcich kann das 2C Gen hmter die b' UIR des HRV2 und hinter die b' UfR Region des 

.-»(/ KanirKhen-Globinyens klonietl wmtlei). Es lesultieren die Plasmide pHRV2 b'U I H-2C i>/w. pp-2C \Fig. 6. 
Beispiel 1). 

Fig. 8A zeigt die I ranslationsprodukte der RNAs, die nach in vitro Transkription von den Plasmiden 
pHHV2 b'U I R-2C, p£-2C, pLink-2C und pLink-2BC erhalten werden. Uberraschenderweise werden von 
jeder RNA mehrere Proteine translatiert. 
55 Unter den Produkten der RNAs der Plasmide pLink-2C und pj9-2C tritt eine Bande von 37 kD auf; diese 
Bande entspricht der GroBe des reifen 2C Proteins. Dieses Produkt ist offensichtlich durch Initiation am 
ersten AUG der beiden Konstruktionen entstanden (in Figur 6 durch schwarze Pfeile gekennzeichnet). 
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Die anderen Banden (33 kD, 28 kD und 20 kD) sind Produkte der Initiation an den in Fig. 6 mit otfenen 
Pteilen gekennzeichneten AUGs. 

Uberraschenderweise tritt bei Translation der RNA der Konstruktion pHRV2'5'U f R-2C ketne 37 kD 
Bande auf; es tolgt daher, daB keme Initiation bei AUG 611 stattgefunden hat. Die Identitat der 3/ kD Bande 

5 mit dem maturen 2C Protein wird dadurch bestatigt, daB sie in den Translationsprodukten der RNA des 
Plasmids pLink-2BC nicht vorhanden ist. Hier sind zusatzlich zu den 33 kD, 28 kD und 20 kD Banden zwei 
weitere Banden von 4/ kD und 42 kD zu finden Die 3/ kD Bande fehlt, da sie von dem synthetisch 
emgefuhrten AUG vor dem 2C Gen stammt. Die 47 kD Bande entstarnmt der Initiation an dem ersten AUG 
des 2BC Gens (in Hgur (j schwarz gekennzeichnet) und die 42 kD Bande der Initiation an einem AUG im 

10 2BC Gen. In Hg 20 sind die Sequenzen im Bereich jener AUGs angegeben, die fur die internen Initiationen 
verantwortlich sind. 

Das unerwartete Phanomen der internen Initiation wurde ebenfalls mit Transkripten uberpruft, die eine 
b' Cap-StruMur besitzen und somit der Struktur der zellularen RNAs der mtizierten Wirtszellen entsprechen. 
In Hgur 8B sind die I ranslationsprodukte der mit einer Cap-Struktur versehenen RNAs, die von den 
75 Plasmiden pHRV2 S'U T R-2C, pLink-2C und pLink-2BC transknbtert werden, nach einer elektrophoretischen 
Auttrennung gezeigt. Von den RNAs der Plasmide pLink-2C und pLink-2BC wurde hier fast ausschlieBlich 
an jenen AUGs initiiert, die in Hgur 6 mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet sind; es ist nahezu 
ausschlieBlich die 37 kD bzw. die 4/ kD Bande zu erkennen. Die Anwesenheit der Cap-Struktur fuhrt also 
zur Zuruckdrangung der internen Initiation. Bei den Translationsprodukten der mit einer Cap-Struktur 
20 versehenen RNA der Konstruktion pHRV2/b'UTR gibt es kaum Unterschiede zu jenen mit der nicht- 
gecappten RNA, Die schwachen Banden bei 3/ kD und 43 kD deuten auf eine Initiation bei den AUG 
Codons 449 und 611 hin. Die 5'UTR- Region von HRV2 kann daher, auch wenn gecappt, die bigenschaft 
der 2C RNA, eine interne Translation zu initiieren, nicht unterdrucken. 

hur die Analyse des "host cell shut-offs" konnen nun die I ranslationsmischungen mit der den "host 
25 cell shut-off" ausldsenden picornaviralen Proteinase vorinkubiert werden. Dabei stellt sich uberraschender- 
weise heraus, daB zum Beispiel nach Vorinkubation der I ranslationsmischung mit der HRV2 2A Proteinase 
die Translation des mit einer Cap-Struktur versehenen pLink-2C Iranskriptes das gleiche Proteinmuster wie 
das entsprechende Transknpt ohne Cap-Struktur liefert. 

In Hgur 8B, Spur /, sind die erhaltenen T ranslationsprodukte gezeigt. Obwohl eine RNA mit Cap- 
30 Struktur eingesetzt wurde, beobachtet man das Translationsmuster einer RNA ohne Cap-Struktur; die 
Anwesenheit von 2A verandert otfensichtlich die bigenschatten des Kaninchenreticulocytenlysates. 

DaB die 2A Proteinase fur die Anderung verantwortlich ist, wird vom brgebnis in bigur 8B, Spur 8 
unterstutzt. In diesem Experiment (Beispiel 3) wurde die 2A Preparation zuerst mit blastatinal versetzt (em 
Inhibitor der 2A Aktivitat) Die Translation einer RNA ohne Cap-Struktur lauft in diesem halt in Kaninchenreti- 
35 kulocyten normal ab; die Inhibition der 2A verhindert die Anderung der 1 ranslationseigenschaften. . 

Durch das unerwartete Auftreten unterschiedlicher Proteinmuster in Abhangigkeit der Cap-Struktur und 
der Zugabe einer viralen Proteinase ergibt sich em einfaches Verfahren zur Analyse des durch Picomaviren 
verursachten "host cell shut-offs". 

Das Verfahren kann insbesondere zur Charaktensierung und Isolierung von Substanzen verwendet 
40 werden, die am "host cell shut-off" beteiligt sind. Virale wie zellulare Substanzen konnen auf die 
Beteiligung am "host cell shut-off" untersucht werden Dazu konnen z B. die Translationsmischungen 
fraktioniert eingesetzt werden. AuBerdem ist es moglich mit Hilfe dieses Verfahrens Inhibitoren des "host 
cell shut-off" zu finden. Beispiel 2 zeigt, daB der Zusatz von blastatinal zur Translationsmischung die 
Wirkung dor zugcfugten HRV2 Proteinase spezifisch aufhebt. bino Inhibition kann oindeutig am Iransla- 
tionsmustor abgcleson wordcn 

Nobon dom Kaninchenioticulozytonlvsat konnen natiirlirh aur-h aivlcro 1 1 anslntionsrvstomo vocwoncHi 
woidcri, z.B. HeLa-Zcllo>trakto. Buispiel 4 beschreibt em in vituj System /ui Uetcktion des bmllu^so^ oinui 
picoinavnalen Proteinase aut die hanslation emor cap-versehenen RNA in einem HeLa-Zollexttakt. Dieses 
Iranslationssystem ist an sich bekannt (Lawson, M. A., und Semler. B L (1991) Proc Natl Acad. Sci USA 
*wi 88. 9919-9923 und Molla, A . Paul, A.V.. und WimmtM. t 0991) Scuincu 254. 164/-1651) 

Beispiel b zeigt eine Untersuchung des unerwarteten Phanomens der internen Initiation im Kaninchenre- 
ticulozytenlysat, das im Beispiel 3 mit RNA der Konstruktion pLink-2C und PB-2C beschneben wurde. 

Im tolgenden wird die Verwendung des Vertahrens zur Analyse des "host cell shut-offs" am Beispiel 
der Wechselwirkung der rhinoviralen HRV2 2A Proteinase mit dem entsprechenden zellularen Ziel erlautert. 
55 Das Verfahren erlaubt gemaB der Erfindung die Uberprufung der Aktivitat von Inhibitoren des "host cell 
shut-offs". 

Die Aminosauren urn eine Proteinase Spaltungsstelle werden im allgemeinen folgendermaBen bezeich- 

net: 



5 



EP 0 564 801 A1 



...p^pa^-pi-pr^'-pa'-P'V 

wobei die Spaltung zwischen P1 und PT stattfindet. Aufgrund bekannter Studien mit einer rekombinanten 
Proteinase 2A von HRV2 (HRV2 2A) konnte innerhalb der naturlichen Spaltregion P8 bis P8' (SbQ ID NO. 
23) gezeigt werden, dai3 besonders die Position P2, uberraschenderweise aber nicht Position P1, entschei- 
5 dend fur die Spaltbarkeit emes Peptidsubstrates ist. Die Verwendung von C- und N-terrninal verkurzten 
Peptidsubstraten wies auf weitere zusatzliche wichtige Positionen in der P-Region ("upstream" von der 
Spaltstelle) und der PV- und P2'-Position hin (Sommergruber et al. (1992) J. Biol. Chem. 26/, 22639- 
22644). 

Zur genaueren Charakterisierung der Substratspezifitat bzw. brkennungssequenz von HRV2 2A 
w (insbesondere der P1'-Position und der P8-P3-Region), konnen, wie in den Beispielen / und 8 durchgefuhrt, 
15-mer Oligopeptide synthetisiert werden, die jeweils einen Aminosaureaustausch in den Positionen P8 bis 
P6' aufwiesen. Dabei wurde in den einzelnen Positionen jeweils gegen eine saure, basische, hydrophobe 
und polare Aminosaure ausgetauscht. Im l-all der Positionen P2, P1 und PV wurden mehrere Aminosaure- 
substitutionen vorgenommen. 
;s Basierend auf diesen Daten sowie den Daten fur die Peptidsubstrate aus Beispiel / und den 
brgebnissen der Deletionsstudien in Peptidsubstraten (Sommergruber et al., loc cit) kann tolgende potentiel- 
le Erkennungssequenz fur HRV2 2A in einem Peptidsubstrat abgeleitet werden: 

20 P7 (ARG) -P6 (X) «P5 (X) -P4 (Ile/Leu) -P3 (X) -P2 (Thr) -PI (X) *P1 ' 

(Gly)-P2' (Pro) 

Damit ergibt sich die Mdglichkeit, kompetitive Inhibitoren der rhinoviralen HRV2 2A Proteinase duich 
25 Aminosauresubstitution aus der naturlichen Spaltsequenz 1RPIII I AGPSDMYVH (SbQ ID NO. 23) Oder aber 
aus der Spaltsequenz des zellularen Ziels der HRV2 2A Proteinase zu bilden. Die so erhaltenen Inhibitoren 
konnen mit dem oben beschriebenen Verfahren auf ihre Wirksamkeit uberpruft werden. 

Uberraschenderweise liefert der Sequenzvergleich des Ammosauremotivs R-X-X-ll-X- 1 -X-G-P mit der 
Aminosaurer.oquenz des humanen p220 Proteins (elh-4 7 ; Yan et al. (1992) J. Biol. Chem. 26/, 23226) /wei 
30 Peptidsequenzen, p220-3 (SbQ ID NO. 124) und p220-4 (SbQ ID NO: 125), einerseits als Substrat, 
andererseits aber auch als kompetitive Inhibitoren der HRV2 2A Proteinase dienen konnen. 

Die kompetitive Wnkung konnte durch Vergleich mit der Spaltung der entsprechenden naturlichen 
brkennungssequenz der HRV2 2A Proteinase Peptid P8-P8' (SEQ ID NO. 23) bestimmt werden. Die 
Dutchfuhrung der Kompetitionsexperimente ist in Beispiel / erlautert. 
35 Die Peptide P8-P8' (SbQ ID NO. 23), p220-3 (SbQ ID NO. 124) und p220-4 (SEQ ID NO. 12b) smd in 

der Lage, den "host cell shut-off" zu inhibieren. 

Damit umfaBt die brfindung auBerdem Inhibitoren des "host cell shut-ofts", der durch die rhmovirale 2A 
Proteinase verursacht wird. Die Inhibitoren sind dadurch gekennzeichnet, daH sie von der naturlichen 
Spaltungssequenz IRPIIT I AGPSDMYVH (SbQ ID NO. 23) abgeleitet sind, wobei das Aminosauremotiv R- 
40 X-X-l/L-X-T-X-G-P erhalten bleibt (X stellt eine beliebige Aminosaure dar), wobei Aminosauren, die keine 
Seitengruppen mit sauren Resten (Glutaminsaure, Asparaginsaure) enthalten, bevorzugt sind. 
Bevorzugt sind die Inhibitoren, die an Position P1 Methionin enthalten. 

Insbesondere umfafit die Erfindung die Peptide P8b (SEQ ID NO. 26), P8K (SEQ ID NO. 28), P3K (SEQ 
ID NO. -18). PC1 (SbQ ID NO. 82), P4'K (SbQ ID NO. 110). P4'F (SbQ ID NO. 111. P4'1 (SbQ ID NO. 112). 
Pb'K (SbQ ID NO. 1 16). MMP-1 (SbQ ID NO. 12/) und MMP-2 (SbQ ID NO. 128). 

Dor Hccjnlf Inhibitor umfaHt dm obcn goncinUMi Peptide als auch r.nlcho. die zusatzliche rhornischc 
Giuppon besitzen. die normalor weiso nicht I oil dieses Molckuls sind. Diosc chomi^ehen Dorivato enthalten 
Gruppen, die die Molekulloclichkeit. die Absorption, die biologische Halbwertszeit usw. verbessern odei 
alternativ die loxizitat oder unerwiinschte Nebcnoffekte verrmgern konnen. Gruppen. die solcho bftekte 
'>/j veimitteln, sind hokannt (Remington's Pharmaceutical Sciences (1980)): 

Cysteinyl-Reste werden gewohnlich mit c»-Haloacetaten (sowie den korrespondierenden Aminen), wie 
Chloressigsaure oder Chloracetamid zu Carboxymethyl- oder Carboxyamidomethyldenvaten umgesetzt. 
Cysteinyl-Reste konnen auch mit Bromtritluoraceton, Chloracetylphosphat, N-Alkylmalemimid, 3-Nitro-2- 
pyridylsufid, Methyl-2-pyridyldisulfid, p-Chlormercuribenzoat, 2-Chlormercun-4-nitrophenol Oder Chlor-7- 
55 nitrobenzo-2-oxa-1 ,3-diazol umgesetzt werden. 

Histidylreste konnen z.B. durch Reaktion mit Diethylpyrocarbonat bei pH 5,5 bis 7,0 derivatisiert 
werden. bysinyl- und aminotermmale Reste werden mit Bernstemsaure- oder anderen carboxylischen 
Saureanhydriden umgesetzt. Diese Reaktionen bewirken eine Ladungsumkehr an bysinylresten. Andere 
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geeignete Heagentien zur Derivatisierung von Resten, die a-Aminogruppen enthalten schliefien Imidoester 
wie Methylpicoltnimidate, Pyndoxalphosphate, Pyridoxal, Chlorborhydrid, I rinitrobenzoesultonsaure, O-Me- 
thylharnstoff; 2,4-Pentandion sowie I ransarninasekatalysierte Reaktionen mit Glyoxylat em. 

Argmylreste werden durch Reaktton mit konventionellen Reagenzten wie Phenylglyoxal, 2,3-Butandion, 
5 1 ,2-Cyclohexandion und Ninhydrin modifiziert. Die Derivatisierung der Arginin-Reste setzt alkalische Reak- 
tionsbedingungen voraus. Auflerdem konnen diese Reagentien mit Aminogruppen aus Lysinresten und mit 
der Arginin 5-Aminogruppe reagieren. 

Die spezifischen Modifikationen der lyrosylreste sind ausfuhrhch beschrieben. Insbesondere die Einfuh- 
rung photometrisch detektierbarer Reste durch Reaktion mit aromatischen Diazoniumgruppen oder mit 
io letranitromethan fuhrt zur Bildung von O-Acetyttyrosylspezies bzw. 3-Nitroderivaten. Tyrosyl-Reste konnen 
mit 1?5 I oder ' 31 l iodiert werden, Die markierten Peptide konnen dann in Radioimmunoassays eingesetzt 
werden. 

Carboxyireste z.B. in Asparaginsaure und Glutaminsaure konnen setektiv mit Carbodiimiden (R'-N-C-N- 
R') wie 1 -Cyclohexyl-3-(2-morpholinyl-{4-ethyl)carbodiimid umgesetzt werden. Daneben konnen Aspartyl- 
/5 und Glutamylreste durch Reaktion mit Ammoniumionen in Asparginyl- und Glutaminylreste umgewandelt 
werden. 

Glutaminyl- und Asparaginylreste werden haufig deamidiert, um die entsprechenden Glutamyl- und 
Aspartylreste zu erhalten. 

Die Erfindung umfaBt ebentalls Arzneimittel zur Inhibierung der HRV2A Proteinase, die die oben 
?.o beschriebenen Inhibitoren enthalten, gegebenenfalls mit an sich bekannten Hi Its- und/oder 1 ragerstoffen 
und/oder Stabilisatoren. 

Weiterhin umfaBt die Erfindung die Verwendung der oben beschriebenen Inhibitoren zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Inhibierung der HRV2A Proteinase sowie ein Mittel enthaltend eines der oben genannten 
Peptide, gegebenenfalls mit an sich bekannten Hilts- und/oder 1 ragerstoffen zur Inhibierung der HRV2A 

25 Proteinase. Die Erfindung umfaflt weiterhin die Verwendung der oben beschriebenen Peptide zur Inhibie- 
rung der HRV2A Proteinase sowie em Verfahren zur Herstellung der Peptide mittels Emoc-Strategie mit 
aktivierten hstern bzw. Liber HOBt DIPCDI-Aktivierung sowie nach Analogieverfahren. 

Die erfmdungsgemaBen Polypeptide sowie ihre pharmakologisch unbedenklichen Saureadditionssalze 
konnen in bekannter Weise in die ublichen hormulierungen - wie labletten, Dragees, Pillen, Granulate, 

30 Aerosole, Siruppe, tmulsionen, Suspensionen und Losungen unter Verwendung inerter pharmazeutisch 
gceignetcr 1 ragerstoffe oder Losungsmittel uberfuhrt werden. Hierbei soil der Anteil der pharmazeutisch 
wirksamen Verbindung(en) jeweils im Bereich von 0,b bis 90 Gew.-% der Gesamtzusammensetzung liegen, 
d.h. in Mengen, die ausreichend sind, um den unten angegebenen Dosierungsbereich zu erreichen. 

Die hormulierungen werden zum Betspiel durch Verstrecken der Wirkstofte mit Losungsmitteln und/oder 

35 T ragerstoffen, gegebenenfalls unter Verwendung von Emulgiermitteln und/oder Dispergiermitteln hergestellt, 
wobei beispielsweise bei der Verwendung von Wasser als Verdunnungsmittel gegebenenfalls organische 
Losungsmittel als Losungsvermittler bzw. Hilfslbsungsmittel eingesetzt werden konnen. 

Als Hilfsstoffe seien beispielsweise Wasser, pharmazeutisch unbedenkliche organische Losungsmittel, 
wie Paraffine, Ole pflanzlichen Ursprungs, mono- oder polyfunktionelle Alkohole. I ragerstoffe, wie z.B. 

40 naturliche Gesteinsmehle, synthetische Gesteinsmehle, Zucker, Emulgiermittel und Gleitmittel erwahnt. 

Die Applikation erfolgt in ublicher Weise, vorzugsweise oral oder parenteral insbesondere perlingual 
oder intravends. Im Falle der oralen Anwendung konnen die Tabletten selbstverstandlich auBer den 
genannten T ragerstoffen auch Zusatze, wie z.B. Natriumcitrat, Calciumcarbonat und Dicalciumphosphat 
zusammon mit vorschiedcnon Zuschlagstoffcn, wie Starke, vorzugsweise Kartoftelstarko, Gelatine und 

t'y dcglcichon onthalton. Woiterhin konnen Gloitmtttol. wie Magncsiumstearat. Natnumlaurylsulfat und lalkurn 
..■Mi'i 1 , ibloliictvn mitvorwcndot woiden. Im I alio wa/jiig::i Suspcnsionon konnon die Wi'kL'toHe auMer den 
oocngenannton Hillsstotlen mit vet tehiedenen Uoschmacksautbessoi ei n odor f-arbstotlcn vorsotzt wurden. 

Dig labletten konnen auch aus mehreren Schichten bestehen. Entsprechend konnon Dragees durch 
Uborziehcn von analog den labletten hergcstelltcn Kcrnen mit den ublicherweise in Urageeuberziigen 

:m verwtiiidolen MiUeln. beispielsweise Kollidon oder Schollack, Gumim aiahiL.um. lalk. I itamiioxid odt;i 
Zucker, hergestellt werden. Zur Erzielung eines Depoteffekts oder zur Vermeidung von Inkompatibilitaten 
kann der Kern auch aus mehreren Schichten bestehen. Desgleichen kann auch die Drageehulle zur 
Erzielung eines Depotetfektes aus mehreren Schichten bestehen, wobei die oben bei den labletten 
erwahnten Hilfsstoffe verwendet werden konnen. 

55 Safte der erfindungsgemaSen Wirkstofte bzw. Wirkstoffkombinationen konnen zusatzlich noch ein 
SuBungsmittel, wie Saccharin, Cyclamat, Glycerin oder Zucker, sowie em geschmackverbesserndes Mittel, 
z.B. Aromastoffe, wie Vanillin oder Orangenextrakt, enthalten. Sie konnen auBerdem Suspendierhilfsstoffe 
oder Dickungsmittel, wie Natnumcarboxymethyl-cellulose Netzmittel, beispielsweise Kondensationsprodukte 
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von Fettalkoholen mit hthylenoxid Oder Schutzstoffe, wie p-Hydroxybenzoate, enthalten. 

Injektionslosungen werden in ublicher Weise, z.B. unter Zusatz von Konservierungsmitteln, wie p- 
Hydroxybenzoaten, Oder Stabilisatoren, wie Komplexonen, hergestellt und in Injektionsflaschen oder Ampul- 
len abgefullt. 

5 Die Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen enthaltenden Kapseln konnen beispielsweise in der Weise 

hergestellt werden, daB man die Wirkstoffe mit inerten Iragern, wie Milchzucker oder Sorbit, mischt und in 
Gelatinekapseln einkapselt. 

Pur den hall der parenteralen Anwendung konnen Losungen der Wirkstoffe unter Verwendung geeigne- 
ter flussiger f ragermatenalien eingesetzt werden. 
to Die Dosierung fur die orale Anwendung hegt bei 1-300 mg, vorzugsweise zwischen b und 1 bO mg. 

Irotzdem kann es gegebenenfalls erforderlich sein, von den genannten Mengen abzuweichen, und zwar 
in Abhangigkeit vom Kdrpergewicht bzw. der Art des Applikationsweges, vom individuellen Verhalten 
gegenuber dem Medikament, der Art von dessen Pormulierung und dem Zeitpunkt bzw. Inter vail, zu 
welchen die Verabreichung erfolgt. So kann es in emigen Fallen ausreichend sein, mit weniger als der 
n> vorgenannten Mindestmenge auszukommen, wahrend in anderen Fallen die genannte obere Grenze 
uberschritten werden mufl. Im Falle der Applikation groGerer Mengen kann es empfehlenswert sein, diese in 
mehreren tinzelgaben uber den Tag zu verteilen. Ferner konnen die ertindungsgemaflen Polypeptide bzw. 
deren Saureaddrtionssalze auch mit andersartigen Wirkstoffen kombiniert werden. 
Im einzelnen umfafit die brfindung 
po - em Verfahren zur Analyse des durch Picornaviren verursachten "host cell shut-offs", das dadurch 
gekennzeichnet ist, dai3 

eine RNA abgeleitet von einem Gen mit mindestens einem internen I ranslationsstart mit einer 
Cap-Struktur versehen wird, in einer I ranslationsmischung, die mit etner picomaviralen Proteinase, die 
vormkubiet ist, in vitro translatiert wird und die f ranslationsprodukte analysiert werden. 
25 - Die in vitro translatierten Proteine sind markiert. 

- Die erhaltenen Proteine werden mit I ranslationsprodukten der RNA ohne Cap-Struktur und oder ohne 
Vorinkubation der 1 ranslationsmischung mit etner picomaviralen Proteinase verglichen. 

- Die RNA wird durch in vitro f ransknption ernes picomaviralen 2C Gens, bevorzugt eines rhinoviralen 
2C Gens, erhalten. 

30 - Insbesondere kann die RNA durch in vitro T ranskription des Plasmids pl_ink-2C erhalten werden. Zum 
Vergleich konnen RNAs der Plasmide pHRV2 b'U 1 R-2C, pjS-2C oder pLink 2BC verwendet werden. 

- Fur die Vorinkubation wird eine losliche, mature picornavirale 2A Proteinase, rhinovirale 2A Proteina- 
se, bevorzugt die HRV2 2A Proteinase verwendet. Die jeweilige Proteinase kann dazu in Form eines 
angereicherten Rohextraktes oder in reiner Form verwendet werden. 

35 - Die Translationsmischung besteht aus einem Reticulozytenlysat oder einem HeLa-Zellextrakt oder 
fraktionierten Anteilen dieser Iranslationssysteme. 

- In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemalte Verfahren, dadurch gekennzeichnet, 
datf das HRV2 2C-Gen mit Start- und Stoppcodons ausgestattet in vitro transknbiert, das Transkript 
mit einer Cap-Struktur versehen wird und in einer \ ranslationsmischung, die mit einer rhinoviralen 2A 

40 Proteinase vorinkubiert ist, translatiert und die translatierten Proteine mit 7 ranslationsprodukten der 

RNA ohne Cap-Struktur bzw. unter Zusatz von Inhibitoren mittels radioaktiver Markierung, Elektropho- 
rese und Autoradiographie verglichen werden. 

- Das verfahren kann zum Nachweis und zur Isolierung der zellularen und der viralen Proteine, die am 
"host cell shut-off" beteiligt sind. sowie zur Isolierung von Inhibitoren des "host cell shut-offs" 
verwendet werden Speziell konnen Inhibitoren dot rhinoviralen Protcmnson isolmrt werden. 
Aiifiordom bornhaltot die F-tindung ■ i'O Plasmide nHRV2 b'U I R-2C. nl : nk-2C. ^1 ink-^HC ' nSVL 2R( 
pbVL-2C und p^i-2C. 

- Die Himdung umtaHt weiterhin cm Verfahren zur rekombinanton Herstellung einci loslichen, maturen. 
picomaviralen 2A Proteinase, das dadurch gekennzeichnet ist, daB em Gentragment fur das O 

-m> Unminale Hide des VP1 Pioioins und darauf iolgend Lias vollstandige Gen Kit die 2A PmtHinast m 

den bxpressionsvektor pbT8c oder pEI3b kloniert und zur Expression gebracht wird. 

- Die 2A Proteinase kann insbesondere rn dem t. coli Stamm BL21(OL3)LysS oder -Lyst als 
Fusionsprotein expnmiert und durch autokatalytische Aktivitat die mature 2A Proteinase treigesetzt 
werden. 

55 - Fur das C-terminale Ende des VP1 Proteins und das vollstandige Gen fur die 2A Proteinase kann eine 
DNA-Sequenz codierend fur folgende Aminosauresequenz ausgewahlt werden: 
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Asn Pro Va ] GJu Asn Tyr lie Asp 
1 S 



1 0 



;OU Asn Glu Va 1 Leu Va 1 
15 



70 



20 



Val Pro Asn lie Asn Sei Sftr Asn Pro Tfir Thr Stn Asn Ser Ala Pro 
2 0 3 0 



55 
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75 



Ala Leu Asp Ala A] a c;]u Thr Gly His Thr Ser Ser Va 1 Gin Pro Glu 

3 5 4 0 4 S 

Asp Val lie Glu Thr Arq Tyr Va 1 Gin Thr Sor Gin Thr Arq Asp Glu 

c >0 5S 60 

Met Ser Leu Glu Ser Phe Leu Gly Anj St-; Gly Cys lie His Glu Ser 

bb 7 0 ./s 3 0 

Lys Leu Clu Vol Th.r Leu Ala Asn Tyr A-n Lys Glu Asn Phe Tin Vd 1 

H l . AO 

Trp Ala lie Asn Lou Gin Clu Mel. Ala Gin lie Arq At q Lys Phe Glu 
1 00 1 OS ' l 1 (j 

Leu Phe Thr" Tyr Thr Arq Phe Asp Sor Glu Tie Thr Leu Val Pro Gys 
115 1 ? 0 12 5 

lie Ser Ala Leu Ser Gin Asp lie Gly Mir, lie Thr Met Gin Tyr Met 
13 0 l 3 S 14 0 

Tyr Val Pro Pro Gly Ala Pro Val Pro A-ui Ser Arq Asp Asp Tyr- Ala 
145 ISO 1SS 160 

Trp Gin Srr Gly Thr Asn Ala Ser Val Phe Trp Gin His Gly Gin Ala 

10S 170 17 S 

Tyr Pro Arq Phe Ser Leu Pre Phe Leu Ser Val Ala Ser Ala Tyr Tyr 
1H0 j 8 5 19 0 

Met Phe Tvr Asp Gly Tyr Asp Glu Gin .; jn Asn Tyi r , ]y Thj Ala 

IS 1 .) 700 

Asn Thr Asn Asn Me"! Gly Ser Leu Cvs So: Arq lie Val Thr Glu Lys 
2 10 A 15 ' A?0 

His lie His Lys Val His Tie Met Thr Arq lie Tyr His Lys Ala Lys 
35 ; '2S ?30 ;MS ?aQ 

His Val Lys Ala Trp Gys Pro Arq Pro Pt e Arq Ala Leu Glu Tyr Thr 

/. e 1 ' ' ■. ' } : .. 

Arq Ala His Arq Thr Asn Phe Lys lie Glu Asp Arq Ser lie Gin Thr 

40 260 ^ P2A 270 

Ala lie Val Thr Arq Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met 

275 ?o n 2 Rtj 

Tyr Val His, V,:] G!\ A-ui Leu IP- P, , Aim " ■> Ten Hi" leu Phe Asn 



25 



30 



A °0 



Ser Glu Met h 



' 1 11 ' ,tir "-'.1 set 1 y r Ser Ser Asp Leu lie 

305 HO ,,, JA0 

ry- A>, T - t IT. " 1 _ ., , A ; ; ; : ! i L r < .■ Gy: A.p 

■i ^ S no 335 



55 
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Cys Thr Gin Ala Thr Tyr Tyr Cys Lys His Lys Asn Arg Tyr Pho Pro 



340 



J 4 5 



3 50 



He Thr Va 1 Thr Ser His Asp Tr p Tyr Glu Tie Gin Glu Ser Glu Tyr 



3 5 5 



360 



3 65 



Tyr Pro Lys His lie Gin Tyr Asn Leu Leu lie Gly Glu Gly Pro Cys 



37 0 



37 5 



10 



Glu Pro Gly Asp Cys Gly Gly l.ys Leu Leu Cys Lys His Gly Vd 1 I 



385 



390 



4 0 0 



Gly lie Val Thr Ala Gly Gly Asp Asn His w a 1 Ala Phe lie Asp Lou 



4 05 



■1 1 o 



4 1 5 



Arq His Phe His Cys Ala Glu Glu Girt 
4 2 0 4 2 5 



20 - Weiterhin umfaRt die brfindung die Plasmtde pE I8c/2A und pbT/2A und em 

- Verfahren zur Reinigung einer loslichen, maturen rhinoviralen Proteinase 2A, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB 

a) die Proteinase in einem heterologen Wirt exprimiert, 

b) die die Proteinase enthaltenden Zellen lysiert, 

25 c) die Proteinase aus dem Zelluberstand durch fraktionierte Ammoniumsultatfallung konzentriert und 

d) durch lonenaustausch- und Gelchromatographie geremigt wird. 

- Inhibitoren der rhinoviralen HRV2 2A Proteinase abgeleitet aus der naturlichen Spaltungssequenz 
IRPII1 TAGSPSDMYVH (SEQ ID NO. 23), die das Aminosauremotiv R-X-X-l L-X- 1 -X-G-P enthalten 
und mindestens 10, hbchstens aber 16 Arninosauren umfassen, wobei X eine betiebige naturliche 

30 Ammosaure ist, bevorzugt eine, die keine sauren Seitengruppen enthalt. Bevorzugt sind Inhibitoren 

die an Position P1 Methionm enthalten oder die Peptide P8b (SbQ ID NO. 26), P8K (SbQ ID NO. 28), 
P3K (SbQ ID NO. 48), P1C (SEQ ID NO. 82), P4'K (SbQ ID NO. 106), P4T (SbQ ID NO. 111), P4T 
(SbQ ID NO. 108), P5'K (SbQ ID NO. 116), MMP-1 (SbQ ID NO. 123) oder MMP-2 (SbQ ID NO. 128) 
sind. 

35 - Inhibitoren der rhinoviralen HRV2 2A Proteinase, abgeleitet aus der p220 Sequenz, dadurch gekenn- 
zeichnet, dati es das Aminosauremotiv R-X-X-l/L-X-l-X-G-P enthalt, wobei X erne beliebige Ammo- 
saure ist und oder es sich urn die Peptide p220-3 (SbQ ID NO. 120) oder p220-4 (SbQ ID NO. 121) 
handelt. 

- Die Verwendung eines der oben genannten Inhibitoren zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
40 Inhibierung der HRV2 2A Proteinase. 

- Mittel enthaltend einem oben genannten Inhibitor gegebenenfalls mit Hilts- und'oder Tragerstoffen 
und/oder Stabilisatoren zur Inhibierung der HRV2 2A Proteinase. 

- Verfahren zur Herstellung der Inhibitoren nach der Fmoc-Strategie mit aktivierten bstern oder uber 
HOBI-DIPCDI Aktivierung sowie nach Analogiovorfahren. 

Anhand dor folgenden Beispielo wird die brfindung orlautert. 

Beispiel 1: In vitro Translation von RNAs abgeleitet von rhinoviralen cDNA Fragmenten des 2C 
Gens. 

A) Einbau der Stopcodons 

Das Plasmid p1b (Duechler et al. (1989), loc. cit ). das die cDNA von HRV2 von Nukleotid 212b bis 
/102 enthalt (Skern et al. (198b) Nucl. Acids Res. 13, 2111-2126), wurde mit Acc I geschmtten und 
anschlieflend mit Mung Bean Nuklease behandelt, urn die uberhangenden b'-bnden der resultierenden 
55 Fragmente zu entfernen. Danach wurde mit Pvu II weiterverdaut. Das resultierende 1.7 kb Fragment 
(Nukleotid 3522 bis 5219; Figur 2), das einen Toil der 2A Sequenz (als 2A' bezeichnet), die gesamte 
Sequenz von 2B, 2C, 3A, 3B und einen Teil von 3C (als 3C bezeichnet) enthielt, wurde in die Sma I Stelle 
von pUC18 hineinkloniert Das daraus resultierende Plasmid (pUCl8-2C3A) wurde einem Doppelverdau mit 
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Ssp I (Schnittstelle bei Nukleotid 4335) und BamHI (im Polylinker) unterzogen. Das 0.89 kb Fragment, das 
die viralen Sequenzen enthielt, wurde in die bcoRV und BamHI Stelle des B)uescnpt( + ) Vektors 
(Stratagene) hineinkloniert. Nach Iransfektion von b. coli bK wurde mit Hilfe eines M13 Helferphagen (VCS- 
M13, Stratagene) einzelstrangige DNA von Blue( + )-2C3A isoliert. Diese DNA wurde fur den binbau eines 

5 Stopcodons nach 2C (GGG -> 1 AG) verwendet, wie in Figur 1 gezeigt wird. Dabei wurden unter Anwendung 
von Standardtechniken (Taylor et at., (198b), Nucl. Acids Res. 13, 876b-8/8b) das Oligonukeotid b'- 
ATCAAI 7 GGCTATTGGAAfATA-3' (SbQ ID No: 2) herangezogen (Fig. 3). 

bin Klon mit den eingebauten Stopcodons (Blue( + )-2C"3A) wurden nach der Iransfektion isoliert und 
seine Richtigkeit durch direkte DNA Sequenzierung der mutierten Region uberpruft (Tabor, S. und 

io Richardson, C.C., (1987), Proc. Natl. Acad. Set. USA 84, 4767-4/71). 

Der mutierte DNA-Bereich wurde aus Blue( + )-2C*3A isoliert und wieder in die Wildtyp-Umgebung in 
pUC18-2C3A eingebracht (Fig. 1). Blue( + )-2C"3A wurde mit BspMI partiell verdaut und das 312 bp lange 
Fragment, welches die Mutation enthielt, isoliert. pUC18-2C3A wurde vollstandig mit demselben bnzym 
verdaut und das 36b bp lange Fragment wurde ebenfalls isoliert. bin Aliquot desselben Verdaus wurde mit 

ib alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. bine bigation dieser beiden Fragmente mit verdautem und 
dephosphoryliertem pUC18-2C3A fuhrte nach I ranstormation in kompetente b.coli Zellen zu pUC18-2C*3A. 
Da BspMI ein unterbrochenes Palindrom erkennt, sind die uberlappenden bnden immer verschieden; 
dadurch ist es moglich, drei Fragmente aut diese Art und Weise kontrolliert miteinander zu ligieren. 

20 B) Einbau der Startcodons vor die 2BC- und 2C-Gene 

Das Plasmid pSVL (Pharmacia; Figur 3) wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI geschnit- 
ten und mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm behandelt. pUC18-2C*3A (Figur 3) wurde einerseits mit 
den Restriktionsenzymen Ndel und BamHI geschnitten und das 1,6 kb Fragment aus einem Agarosegel 

2b eluiert und mit den b'phosphorylierten Oligonukleotiden FBI 1102/1094 (SbQ ID No: b) hgiert (Figur 4). Das 
Oligonukleotidpaar enthielt ein AUG Codon vor dem ersten Codon des 2BC Genes und die zu erganzenden 
Codons bis zur Ndel Schnittstelle. Die Sequenz vor dem AUG wurde so gewahlt, daB sie die hochstmogli- 
che Ubereinstimmung mit der Konsensusequenz von Kozak besaB (Kozak, M., loc. cit.; Figur 20). Das 
erhaltene Plasmid wurdo mit pSVb-2BC bezeichnet; die Integritat der Sequenz am b' bnde des 2BC Genes 

30 wurde durch DNA Sequenzierung bewiesen. 

Um das Plasmid pSVL-2C zu konstruieren, wurde analog vorgegangen: Das Plasmid pSVL (Pharmacia: 
Figur 3) wurde mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI geschnitten und mit alkalischer Phosphatase 
aus Kalberdarm behandelt. pUCl8-2C*3A (Figur 3) wurde andererseits mit den Restriktionsenzymen Sphl 
und BamHI geschnitten und das 1,3 kb Fragment aus einem Agarosegel eluiert und mit den 

36 b'phosphorylierten Oligonukleotiden bBI 1099/1092 (SbQ ID No: 6) ligiert (Figur 4). Das Oligonukleotidpaar 
enthielt em AUG vor dem ersten Codon des 2C Genes und die fehlenden Codons bis zur Sphl Schnittstelle. 
Die Sequenz vor dem AUG Codon wurde so gewahlt, daG sie die hochstmdgliche Ubereinstimmung mit der 
Konsenssequenz von Kozak besafl (Kozak, M., loc. cit.). bin Plasmid wurde erhalten, das pSVL-2C genannt 
wurde; die Integritat der Sequenz am b' bnde des 2C Genes wurde durch DNA Sequenzierung bewiesen. 

40 Um eine in vitro Transkription durch 7 7 RNA Polymerase zu ermoglichen, wurde das Xbal/BamHI 
Fragment von pSVb-2C mit pGbM2, das mit Xbal und BamHI geschnitten und mit alkalischer Phosphatase 
behandelt wurde, ligiert. Nach Transformation in kompetente b.coli Zellen wurde ein Plasmid (pLink-2C) 
isoliert, dessen Struktur in Figur b und 6 abgebildet ist. Nach der Linearisierung mit dem Restriktionsenzym 
BamHI ontsteht bei der in vitro 1 ranskription mit I / RNA Polymerase eine RNA, die von dor I ransknptions- 
stcllo bis zum AUG Codon. dam Bcginn dor HRV; ; Soquonz, 46 Nuklootido umlafit. gofolgt von don 
Nuklootidcn 38 A'-' bis b21!J dor HRV2 Sequenz. 

Analog dazu wurdo das Xbal BamHI FtagmorU von pSVL-2BC in pBluesu ipt (Stratagene). das mit Xbal 
und BamHI geschnitten und mit alkalischer Phosphatase behandelt wuide, ligieit. Nach I ranstormation in 
kompetente b. coli Zellen wurde ein Plasmid isoliert. genannt pLink-2BC. dessen Struktur in Figur b 
abgebildet ist. Nach dot I meat isiet ung mit dem Resti ikbonsen/ym BamHI untstehl bei dei m vitm 
Transkription mit T/ RNA Polymerase eine RNA, die von der Transkriptionstelle bis zum AUG Codon, dem 
Beginn der HRV2 Sequenz, 48 Nukleotide umfafit. gefolgt von den Nukleotiden 3b8/ bis b219 der HRV2 
Sequenz. 

Um das 2C Gen hinter die b'U7R von HRV2 zu setzen, wurde das Plasmid pHRV2/b'U7R-2C (Figur 6) 
55 folgendermaflen hergestellt. Das Plasmid GR6 (Beispiel 6) wurde mit den Restriktionsenzymen Ncol und 
BamHI geschnitten und mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryliert. Das Plasmid pLink- 
2C wurde mit den Restriktionsenzymen Sphl und BamHI geschnitten; das 1.3 kb Fragment wurde aus 
einem Agarosegel eluiert und mit der mit Ncol und BamHI geschnittenen GR6 DNA Preparation und mit 
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den b' phosphorylierten Oligonukleotiden FBI 1631 und 1634 (SbQ ID No: /) ligiert (Figur /; die 
Ohgonukleotide wurden zusammen kurz auf 65 °C gebracht und dann langsam auf 4°C gekuhlt). Diese 
Oligonukleotide kodieren fur die Aminosauren, die zwischen dem AUG codon von pLmk-2C und der Sphl 
Schnittstelle liegen. Nach transformation in kompetente t.coli-Zellen wurde em Plasmid isoliert 

5 (pHRV2 b'UTR-2C), dessen Struktur in hgur 6 abgebildet ist. Nach der Lineansierung rnit dem Restnktions- 
enzym BamHI entsteht bei der in vitro I ransknption mit I / RNA Polymerase eme RNA die von der 
1 ranskriptionstelle bis zur tcoRV Stelle, dem Beginn der HRV2 Sequenz, 19 Nukteotide umfasst, gefolgt 
von den Nukleotiden 19 bis 613 und 38/2 bis b219 der HRV2 Sequenz. 

Urn das 2C Gen hinter die b'UIR des Kaninchen-£-Globingens zu setzen, wurde das Plasmid p£-2C 

70 (Hgur 6) folgendermaflen hergestellt: Das Plasmid GR6 (Beispiel 6) wurde mit den Restriktionsenzymen 
bcoRV und BamHI geschnitten, das 3.0 kb f-ragment aus emem Agarosegel isoliert und mit alkalischer 
Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryliert. Das Plasmid pLink-2C wurde mit den Restriktionsenzymen 
Sphl und BamHI geschnitten; das 1.3 kb Fragment wurde aus emem Agarosegel eluiert und mit der mit 
Ncol und BamHI geschittenen GR6 DNA Preparation und mit den b' phosphorylierten Oligonukleotidpaaren 

15 fcBI 1264 12b0 (SFQ ID No: /) und bBI 1631 1634 (SEQ ID No: 8) ligiert (Figur 7\ die Oligonukleotide 
wurden zusammen kurz auf 6b °C gebracht und dann langsam auf 4°C gekuhlt). Das Oligonukleotidpaar 
FBI 1264 12b0 kodiert fur die b'UIR des Kaninchen ^-Globingens und das Oligonukleotidpaar EBI 
1631 1634 fur die Aminosauren, die zwischen dem AUG Codon von pUnk-2C und der Sphl Schnittstelle 
liegen. Nach Transformation in kompetente h.coli-Zeflen wurde ein Plasmid isoliert (p£-2C), dessen Struktur 

20 in Hgur 6 abgebildet ist Nach der Lineansierung mit dem Restriktionsenzym BamHI entsteht bei der in vitro 
Transkription mit 17 RNA Polymerase eine RNA, die von der 1 ranskriptionstelle bis zur EcoRV Stelle, dem 
Beginn der /3-Globin b'UTR, die 19 Nukteotide umfaSt, gefolgt von den 62 Nukleotiden, der gesamten 0- 
Globin b'UIR und den Nukleotiden 38/2 bis b2l9 der HRV2 Sequenz. 

25 C) Die in vitro Transkription und Translation 

In vitro r ransknption dieser Plasmide nach Lineansierung mit BamHI mittels 1 / RNA Polymerase wurde 
wie beschneben (Duechler et al. (1989), loo. cit.) durchgefuhrt Fur die Synthese von RNA mit Cap-Struktur 
wird dem I ransknptionsansatz 'mGpppG und GI P zugesetzt. Zum Beispiel kann der von Duechler et al. 

30 (1989, loc. cit.) beschriebene Reaktionsansatz 1 mM /MeGppG und 2b0 am GTP enthalten. Am bnde der 
Rcaktionszcit wurde die DNA durch Zugabe von DNase I (RNAse-frei, Boehrmger Mannheim) verdaut, die 
Proteine durch Phenolextraktion entfernt, und die RNA nach Zugabe von emem Drtttel Volumen 8 M 
Ammoniumacetat mit bthanol gefallt. Nach nochmaliger Fallung mit Ethanol wurde die RNA anschheSend in 
Wasser aufgenommen und ein Aliquot durch Agarosegelelektrophorese auf Qualitat uberpruft. Der Laufput- 

35 fer enthielt 1% SDS. Fur die in vitro Iranslation wurde jeweils 1 ug dieser RNAs eingesetzt. Die Reaktion 
enthielt in 20 ul 90 mM KCI, 0.3 mM MgCL, 10 mM Kreatmphosphat, 2 ul 3, S-I rans-Label {ICN; 10 uCi-Ul, 
1000 Ci-mmol) und 1 1 ,b ul Kaninchenreticulocytenlysat, das mit Micrococcal Nuclease (Sigma) behandelt 
worden war. Das Kaninchenreticulocytenlysat wurde nach der Methode von Jackson, R. und Hunt, F. (Meth. 
bnzymol. (1983) 96, 50 - 7 A) durch Behandlung mit Micrococcal Nuclease hergestellt. Nach 1 Stunde bei 

40 30 e C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ul 200 mM Methionin gestoppt und ein Aliquot (1 ul) auf 
einem SDS-Polyacrylamidgel Laemmli, U.K. (1970) Nature 291, 547-b53) aufgetragen. Das Gel wurde nach 
Beendigung des Laufes fluorographiert. 

In Figur 8A sind die Translationsprodukte der RNAs, die von den Plasmiden pHRV2/5 , UTR-2C, p£-2C, 
pLink-2C und pLink-2BC transkribiert wurden, nach einer elektrophoretischen Auftrennung gozeiqt. Uberra- 

jfi sohondcrwoiso wurden von jodcr RNA mehrcre Ptoteino translation 

Urn <lar unorwat icto Phj no: non d.^r ir toi r ion Initiation wo:!:)t .'u untorsuehen. wurdon RNAs vor don 
Plasmiden untot Bodingungcn transkribiert, die zur Anwesenhoit einer b' Cap-Struktui fuhten. Die liansknp-- 
tion wurde dahor wie oben boschnobon du' chqefuhrt, run daft das Rcaktionsgemisch 1 mM mGpppU und 
2b0 LiM GI P enthielt. Die I ranslation wurdo wie oben beschneben durchqetuhrt. 

Md In Injur HH sind dn-j I lanslationspiodukte dot mit oinor (Jap-Struktui vetsehenen RNAs, dte von den 

Plasmiden pHRV2b'U1 R-2C, pLmk-2C und pLink-2BC transkribiert worden waren, nach emer elektrophoreti- 
schen Auftrennung gezeigt. Von den RNAs der Plasmide pLink-2C und pLmk-2BC wurde hier fast 
ausschlietfhch an jenen AUGs initnert, die in Figur 6 mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet sind; es ist 
nahezu ausschliefllich die 37 kD bzw. die 4/ kD Bande zu erkennen. Die Anwesenheit der Cap-Struktur 

55 fuhrte zur Zuruckdrangung der internen Initiation. Bei den Translation sprodukten der mit einer Cap-Struktur 
versehenen RNA der Konstruktion pHRV2/b'U7R gibt es kaum Unterschiede zu jenen mit der nicht- 
gecappten RNA. Die schwachen Banden bei 37 kD und 43 kD deuten auf eine Initiation bei den AUG 
Codons 449 und 611 hm. Die b'UTR HRV2 kann daher, auch wenn gecappt, die fcigenschaft der 2C RNA, 
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intern zu imtiieren nicht zuruckdrangen. 

Beispiel 2: In vitro System zur Detektion des Einflusses einer picornaviralen Proteinase auf die 
Translation cap-versehener RNAs in einem Kaninchenreticulozytentysat 

5 

A) Expression der HRV2 2A Proteinase 

Zur Herstellung der 2A Proteine in L. coli wurde das Plasmid pbi3b (Studier, F. et al. (1990) Meth. 
bnzymol. 18b, 60-89; Novagen, Madison, USA) mit BamHI geschnitten und mit alkalischer Phosphatase 

w behandelt. Doppelstrangige DNA des M13-Phagen M13/2A (Liebig et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A 
88, 5979-5983;) wurde mit MM und Hindlll geschnitten, das 448 bp fragment (HHV2 Nukleotide 3138 bis 
3586) aus einem Agarosegel isoliert und mit der BamHI geschnittenen pbI3b Preparation hgiert. Nach 
I ransformation in kompetente b.coli-ZeMen wurde Plasmid (pbl/2A) isoltert, dessen Struktur in Figur 9 
abgebildet ist. Dieses Plasmid besitzt den Promoter fur die \( RNA Polymerase, die 1 ranslationssignale 

ib und die ersten 14 Aminosauren des Gen 10 Proteins des 17 Phagen gefolgt von den letzten 7 Aminosauren 
des Kapsidproteins VP1 von HRV2, alien 142 Aminosauren der 2A Proteinase von HRV2 und 2 Stoppco- 
dons. Die vollstandige VP1- und P2A-Ammosauresequenz des humanen Rhinovirus Serotyp 2 ist in Figur 
23 dargestellt. Nach 1 ransformation dieses Plasmids in den b. coli Stamm BL21(Db3)LysS (Novagen, 
Madison, USA) und Zugabe von IP1G (Isopropylthiogafactosid) wird dieser bxpressionskassette expnmiert, 

20 da dieser Stamm das Gen fur die 17 RNA Polymerase auf dem Chromosom unter der Kontrolle des lac 
Operator/Promoters besitzt. Die 2A Proteinase kann sich von der wachsenden Polypeptidkette abspalten; es 
entsteht daher em reifes, aktives 2A Molekul vom Molekulargewicht 1b kD. 

Hierzu laflt man eine Kultur (50ml) von E. coli BL21(Db3)LysS mit dem Plasmid pbl/2A bis zu einer 
ODbso von 0.6 wachsen; der bxpressionsblock wird mit 0.2 mM IPTG induziert und die Kultur noch 2 

25 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Bakterien werden dann abzentrifugiert, in 0.7 ml Sonizierpuffer (150 mM 
NaCI, 50 mM Ins-HC!, pH 8.0, 5 mM DT \ und 1 mM EDIA) aufgenommen und mit Ultraschall wie von 
Sommergruber et al. (1989) Virology 169, 68-//) gezeigt, aufgeschlossen. Die Zelltrummer werden 
abzentrifugiert; die Proteine im Uberstand werden mit 30 % Ammomumsulfat gefallt und abzentrifugiert. Der 
30 % Ammoniumsi Itatmederschlag wtrd in 250 ul Sonizierpulter aufgenommen und bei 4 0 C gelagert. 

30 

B) Translation unter Zusatz der HRV2 2A Proteinase 

In Hgur 8B ist die Auswirkung der Zugabe einer 2A Praparation auf die Translation einer gecappten 
RNA des Plasmides pLink-2C gezeigt. 3 ul eines solchen bxtraktes wurden vor Zugabe der RNA zu einem 
35 Kaninchenreticulocytenextrakt zugesetzt und 10 min bei 30 °C inkubiert. In Hgur 8B, Spur 7, sind die 
1 ranslationsprodukte mit einem vorbehandelten Kaninchenreticulocytenlysat zu ersehen. Obwohl eine ge- 
cappte RNA eingesetzt wurde, beobachtet man oin T ranslationsmuster einer ungecappten RNA; die 
Anwesenheit von 2A verandert offensichtltch die bigenschaften des Kanmchenreticulocytenlysates. 

40 C) Inhibition der HRV2 2A Proteinase 

Da3 die 2A Proteinase fur diese Anderung verantwortlich ist, wird vom brgebnis in Figur 8B, Spur 8 
unterstutzt. In diesem bxperiment wurde die 2A Praparation zuerst mit 0,5 mM blastatinal versetzt; es 
konnte gezeigt werden. dafi blastatinal em IC50 fur 2A von 0,05 mM hat (Sommergruber et al. (1992) loc 

^ cit.) und dahot em sohr guter Inhibitor der 2A Aktivitat int. Die translation emor gecappten RNA lauft in 
Kaninch^niotikulocytei ncmat alv d>o Inh.hiti'Mi von 2A hu ulort die Anderung dor I lanslati'Wisnicjon- 
schatten. 

Beispiel 3: Verfahren zur Reinigung der 2A Proteinase 

Zur Vereinfachung der Reinigung wurde em bxpressionsvektor entwickelt. der im Gegensatz zum 
bxpressionsvoktor pbl 2A (Bsp. 2, Fig. 9) statt eines / Aminosauren langen Vorlaufers von VP1 emen 28 
Aminosauren langen Vorlaufer besitzt. Durch diese Anderung wird der Unterschied in der Molekulmasse 
zwischen prozessiertem und nichtprozessiertem Fusionsprotein grofler; dieser Unterschied erleichtert die 
55 Reinigung. 

Der Vektor wurde folgendermafien hergestellt; das Plasmid pE18c (Studier, F. et al., (1990) Meth. 
Enzymol. 185, 60-89; Novagen, Madison, USA) wurde mit BamHI geschnitten, die uberlappenden bnden mit 
Hilfe des Klenow Fragmentes der b coli DNA Polymerase I aufgefullt und mit alkalischer Phosphatase 
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behandelt. Doppelstrangige DNA des M13-Phagen M13 2AA3Gly (Liebig et al. t (1991) Proc. Nat. Acad. Sci. 
U.S.A., 88, 5979-5983; WO 92/03559) wurde mit Sail und Hindlll geschnitten, das 524 bp hragment 
(darunter die HRV2 Nukleotide 3085 bis 3586) aus einem Agarosegel isoliert und mit dem linear isierten 
ptT8c Vektor ligiert. Nach I ransformation in E. coli HMS 1/4 (Novagen, Madison, USA) wurde em Plasmid 
5 (pt78c 2AA3Gly) isoliert, dessen Struktur in Figur 10 abgebildet ist. Dieses Plasmid besitzt den T7 RNA 
Polymerase Promotor, den 1 ranslationsstart und die ersten 13 Aminosauren des Gen 10 Proteins des 1/ 
Phagen, gefolgt von drei Aminosauren des a-Pragments, den letzten 28 Aminosauren des Kapsidproteins 
VP1 von HRV2, den 139 Aminosauren der enzymatisch nicht aktiven 2A Proteinase von HRV2 und 2 
Stoppcodons. 

w Das 2AA3Gly-Gen in pb f8c^2 AA3Gly wurde anschheflend durch das Wildtypgen ersetzt. Das Plasmid 
pEI8c 2AA3Gly wurde mit den Restnktionsenzymen Pstl und Apal geschnitten und das 3.b kb hragment 
aus einem Agarosegel isoliert. Das Plasmid pfcl.'2A wurde ebenfalls mit Pstl und Apal geschnitten und das 
1.0 kb hragment aus einem Agarosegel isoliert. Nach Ligation dieser beiden hragmente und 1 ransformation 
in b. coli HMS 1/4 wurde em Plasmid (pbI8c 2A) isoliert, dessen Struktur in Figur 11 abgebildet ist. Dieses 

ib Plasmid besitzt den Promotor fur die 1/ RNA Polymerase, den I ranslationsstart und die ersten 13 
Aminosauren des Gen 10 Proteins des 1/ Phagen, gefolgt von drei Aminosauren des a-hragments, den 
letzten 28 Aminosauren des Kapsidproteins VP1 von HRV2, den 142 Aminosauren der aktiven 2A 
Proteinase von HRV2 und 2 Stoppcodons. Nach 1 ransformation des Plasmids in b. coli BL21(Db3)LysS 
bzw. Lysb und Zugabe von IP1G wird dieser bxpressionsblock exprimiert, da der Baktenenstamm BL21- 

20 (Ub3)LysS bzw. -Lysb auf dem Chromosom das Gen fur die T7 RNA Polymerase unter der Kontrolle des 
lac Promotor/ Operators besitzt. Die 2A Proteinase kann sich von der wachsenden Polypeptidkette abspalten; 
es entsteht daher ein reifes, aktives 2A Molekul mit einem Molekulargewicht von 15 kD. 

Anzucht 

25 

Zur Vorkultur wurden 230 ml LB-Medium (mit 30 mgl Chloramphenicol und 100 mg I Ampicillm) mit b. 
coli BL21(DL3)Lysh ) die das Plasmid pbI8c/2A enthalten, angeimpft und uber Nacht bei 34 'C inkubiert. 
Anschliefiend wurden dreimal je 1 I LB-Medium (wie oben beschrieben) mit ]e 75 ml Vorkultur angeimpft 
und 2,5 Stunden bei 34 °C und 130 rpm inkubiert. Nach Induktion mit IPIG (Endkonzentration: 0,3 mM) 

30 wurde die Baktenensuspension fur weitere vier Stunden bei 34 Q C und 130 rpm inkubiert. Die optische 
Dichte betrug vor der Induktion ODv^, = 0,55 und nach vierstlindiger Induktion ODs^s - 1,34. 

AnschlieBend wurden die Bakterien sedimentiert (6000 rpm, 10 mm, 4=C) und mit 200 ml Waschpuffer 
(150 mM NaCI, 50 mM Ins-HCI, pH 8,0, 1 mM bDTA) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die 
Bakterien in 30 ml Puffer A (Waschpuffer mit 5 mM DI7 und 5 % Glycerin) resuspendiert und durch 

35 Ultraschallbehandlung dreimal fur je 5 bis 10 Sekunden lysiert. Zur bntfernung der Zelltrummer wurden die 
lysierten Bakterien zentrifugiert (30 mm, 16000 rpm), der Uberstand auf 20 % Ammoniumsultat gebracht 
und uber Nacht bei 7°C belassen. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert (30 mm, 16000 rpm) und der 
Uberstand auf 40 % Ammoniumsultat gebracht. Nach drei Stunden bei / °C wurde die Losung zentrifugiert 
(30 mm. 10000 rpm) und der Niederschlag in 30 ml Puffer A resuspendiert. 

40 

Saulenchromatographie auf Mono-Q 



10 ml des in Puffer A resuspendierten Sediments wurden auf eine Mono Q HR 5 5 Saule aufgetragen 
und die Saule mit 5 ml Putter A gewaschen. Die an dio Mono-Q Saule gebundencn Ptotoino, u.a. die 2A 
Proteinase, win den ansxhlioftend durch stoigcndo Zugabe von Puftoi B (Putter B ist Puffer A mit 1 M NaCI 
rtatt 150 mM NaCI) vm dor Saul:* oluiert Dot da/u vorwendoto Gradient lautet: 0 °, ■ 30 °„ Prffor B m 
omom Volumen von b ml, 30 a o - [>0 °o Puffer B in einom Volumen von 30 ml und 60 u o - 100 % Puller B 
in einem Volumen von 5 ml. Die HHV2 2A Protetnase wurde in dem Bereich von 30 - 60 u o Puffer B von 
der Anionon-Austauschersaule eluiert Dieser Vorganq wurde noch zweimal wiederholt. Auf oinem 1b °o 
in Polyau yiarmdgel wurden die emzelnt ;n \ faktionon milU;K Cnomassui-Faibuinj cuii ihren 2A Gtihalt ubeipiuft 
(big. 13, 14). 

Saulenchromatographie auf Superdex 26/60 (Pharmacia) 

55 Die Fraktionen, die die Hauptmenge an 2A Protein enthalten, wurden vereinigt, auf eine Gelfiltrations- 
saule aufgetragen (Superdex 75 prepgrade Hiload 26^60) und mit Putter C (Puffer C ist Puffer A mit 50 mM 
NaCI) eluiert. Nach Oberprufung der einzelnen Fraktionen auf 2A-Protein mittels PAGE nach Laemmli 
(Nature (1970) 227, 680-685) wurden die Fraktionen mit mindestens 95 % 2A-Anteil vereinigt und mittels 
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einer Amicon Centriprep10-Zelle konzentriert (Fig. 14, 16). 

Das derart gereinigte 2A Protein ist nun zu mindestens 98 % rein. Die Keinheit und Homogenitat der 
Praparation wurde durch Isoelektrische Pokussierung, Kapillarelektrophorese, Chromatofokussierung auf 
einer Mono P-Saule und Analyse mittels Gelchromatographie uberprutt. 

5 

Aktivitatstest 

Die Aktivitat der reinen 2A Proteinase kann durch Spaltung eines synthetischen Peptids (Sommergruber 
et al. (1989) Virology 169, 68-7/) mit entsprechender Proteinase 2A-Spaltstelle oder eines in vitro 

io translatierten 3b S markterten VP1/2A Substrates uberprutt werden. hine typische HRV2 2A Proteinase 
Praparation besitzt eine spezifische Aktivitat von 9 Einheiten mg, wobei eine Emheit die Menge an Protein 
ist, die 1 umol des synthetischen Peptids pro Minute bei 2b 0 C spaltet. Zur Aufbewahrung wurde die 2A 
Proteinase in Lagerpuffer (100 mM NaCI, 4 mM Tris-HCI pH 8.0, b mM DT r, 0,0b % NaN 3 ) uberfuhrt. Dazu 
wurde das 2A Konzentrat auf eine Waters Protein Pak 12b HPLC-Gelfiltrationssaule jeweils in 200 ul 

ib Aliquots aufgetragen und mit Lagerpuffer eluiert. Die Fraktionen, die das 2A Protein enthielten, wurden 
veremigt und mit einer Amicon CentripreplO-Zelle konzentriert. 

Beispiel 4: In vitro System zur Detektion des Einflusses einer picornaviralen Proteinase auf die 
Translation cap-versehener RNAs in einem HeLa-Zell extra kt 

20 

Zur Herstellung eines HeLa-Zellextraktes wurde eine 1 I HeLa-Suspensionkultur (z.B. HeLa S3 (03-1 b/, 
FLOWLABS) oder HeLa Ohio (03-14/, FLOWLABS)), (ca. 4 x 10 tj Zellen/ml) in halb-loganthmischer Phase 
abzentrifugiert (20 rnin, 1200 rpm), mit isotonischem Puffer gewaschen, durch mehrmaliges "Douncen" (40- 
bis bO-mal) aufgebtochen und die Zelltrummer durch Zentrifugation (3 min, 3000 rpm) entfernt. Der 

25 Uberstand wurde erneut zentrifugiert (20 mm, 10000 rpm), das Pellet verworfen und der neue Uberstand 
noc:hmals zentrifugiert (20 min, 13000 rpm). Der erhaltene Uberstand wurde dann bei 4°C gegen Dialyse- 
puffer (zweimal je 400 ml) dialysiert und nochmals 20 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert (20 min, 13000 
rpm). Der Uberstand (S 20-fcxtrakt) wurde portioniert und in flussigem Stickstoff gelagert. 
isotontscher Puffer: 10 mM Hepes, pH /,9, 140 mM KCI, 1,b mM MgCb , 1 mM ED I A, 0,b mM PMSF. 

30 Dialysepuffer: 0,1 M KCI, 20 % Glycerin, 20 mM Hepes, pH /,9, 0,2 mM ED I A, 0,b mM Dl I, 0,b mM 
PMSF. 

Im Gegensatz zu den bekannten Methoden enthalt der Dialyse-Puffer keine Magnesiumionen. 

1 ml Portionen des S 20-Extraktes wurden dann mit Micrococcal Nuclease (Boehringer Mannheim; Nr. 
10/921) behandelt, urn die endogene RNA abzubauen: Zunachst wurde der Extrakt zentrifugiert (lb mm, 
35 4°C, 13000 rpm) und das Pellet verworfen. Zum Uberstand (1 ml) wurden zugegeben: 
1,2 ul 1 M CaCI 2 
1,b ul 1 M MgOAc 

16,0 ul Micrococcal Nuclease (lb U ul). 

Das Gemisch wurde 1b mm. bei 20 ° C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von EG I A 
40 (Endkonzentration 3 mM) gestoppt. 

Nach Zugabe von 1/7 Volumen 80 % Glycerin und kurzem Abzentrifugieren, wurde der so vorbehandel- 
te Extrakt wiederum portioniert und in flussigem Stickstoff gelagert. 

Ein typischer in vitro Translationssatz mit einem so praparierten und behandelten Extrakt lautet: 
10 ul Extrakt 
2 ul S-Mct 

1 ul 20 k f nortjy Mix; 20 mM All 1 2 -nM O IP. 10 mM DM. 0.2 M Kniatmphosphat. 1 mM Afrmornunr 
(ohnu Mothionin) 
1 ul 1.3 M Kaliurnacetat 
1 ul 30 mM Magnesiumacetat 
>u, i u I SHI Mik {AH mM Spoim ( din. 0 2li M H»->(»es. 0.48 ug ml IRNA) 

1 ul b mg ml Kreatinkinase 

2 ul H ? 0 
1 ul RNA 

Die Reaktionslosung wurde eine Stunde bei 30 °C inkubiert und durch Zugabe von 1 ul 100 mM Methionm 
55 gestoppt. 

Die Translation von zwei RNAs (Kaninchen Globin RNA isoliert aus Retikulozyten, d.h. eine vollstandig 
gecappte RNA) und eine in vitro transkribierte, nicht gecappte pHRV2'5'UTR-2C RNA sind in Figur 16 
abgebildet. Die b'-Translation der Globin RNA liefert ein Produkt von 16 kD, das dem Molekulargewicht von 
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Kaninchen ;5-Globin entspricht. Von der nicht-gecappten pHRV2 b'U f R-2C ist ebentalls nur eine Bando 
sichtbar, die einem Molekulargewicht von 3/ kD entspricht. 

Die Franslationssignale von der nicht gecappten RNA von pHRV2 b'U FR-2C werden also richtig erkannt, 
im Gegensatz zu der Situation in Translationsextrakten aus Kanmchenretikulozyten. 

5 Die Zugabe einer reinen HRV2 2A Proteinase Preparation zur Translation dieser beiden RNAs wurde 
anschliefiend untersucht. Die Protemasepraparation ist in Hg. 16A gezeigt; die Aktivitat des bnzyms auf em 
in vitro translatiertes, J, S markiertes VP12A Substrat ist ebentalls in (-ig. 16B gezeigt. /ugabe von 2 ug 
dieses hnzyms fuhrt zu einer Reduktion der Iranslation der Globin RNA (hig. 16C, Spur 1). In Spur 3 wurde 
nur der Puffer getestet; hier wurde die Translation von Globin-RNA nicht beeinfluBt. In Spur 4 wurde die 2A 

w Proteinase mit 0,b mM Elastatinal vorinkubiert; die 2A-Wirkung auf die Translation wird mhibiert. 

Die Versuche zeigen, daG die 2A Proteinase zu einer 2 bis 3 fachen Reduktion der Translation einer 
gecappten RNA fuhrt, nicht aber bei einer RNA mit der rhinoviralen b'UIR (Hgur 16C, Spur b-8). Das 
System stellt die in vivo Lage dar, in der die Anwesenheit einer 2A Proteinase zu einem "host-cell shut-off" 
fiihrt und die Iranslation wirtseigener RNAs abschaltet Die Iranslation der viralen RNAs bleibt von diesem 

15 "Block" verschont. 

Beispiel 5: Untersuchung der in vitro Translation von pt_ink-2C RNAs in der Anwesenheit von 
Oligonukleotiden 

20 Im Beispiel 2 wird der Unterschied in der Translation in Kaninchenreticulozytenextrakten von pLink-2C 
RNAs mit und ohne Cap-Struktur klar gezeigt, Es stellt sich die hrage, warum zusatzhche Produkte bei der 
Translation einer nicht mit Cap-Struktur versehenen RNA entstehen. Man kann sich zwei Hypothesen 
vorstellen. In der ersten binden die Ribosomen am b'bnde, initiieren nur zum Teil am ersten AUG, zum 7eil 
am AUG das zum 33 kD Produkt fuhrt, zum leil am AUG das. zum 28 kD fuhrt und so weiter. In der zweiten 

25 Hypothese binden die Ribosomen am jeweitigen AUG. Urn zwischen diesen Hypothesen zu unterscheiden, 
wurden folgende Versuche durchgefuhrt. 

Wie im Beispiel 2 beschrieben wurden in vitro pLink-2C RNAs, mit und ohne Cap-Struktur versehen, 
transknbiert. Zu diesen RNAs werden steigende Mengen von den Oliqonukletiden 1092 (Hgur 4, SbQ ID 
No: 6) und 1828 (hig. 18) gegeben. Das Oligonukleotid 1092 ist komplementar zur Sequent um das in higur 

30 / mit schwarzem Pfeil gekennzeichnete AUG; die Sequenz des Oligonukleotids 1868 (SbQ ID No: 9) ist von 
dem Plasmid pSVL (Pharmacia; siehe Beispiel 2) abgeleitet. Das Oligonukleotid sollte daher nicht an die 
pLink-2C RNAs binden Die RNA-Oligonukleotidgemische wurden 10 Minuten bei 8b °C, 10 Minuten bei 
6b °C inkubiert und dann langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. AnsehlieBend wurden sie wie im Beispiel 
2 beschrieben fur die in vitro Iranslation eingesetzt. Das hrgebnis ist in hig. 19 ersichtlich Die Zugabe von 

35 steigenden Mengen von Oligonukleotid 1092 zu der nicht gecappten pLink-2C RNA fuhrt zu einer Abnahme 
der Translation der 3/ kD Bande, wobei die Mengen der anderen Produkte nicht beeinfluBt werden. Die 
Translation der 3/ kD Bande von der mit einer Cap-Struktur versehenen pLink-2C RNA wird ahnlich 
reduziert; andere Produkte entstehen nicht. tine germgfugige translation der 33 kD Bande wurde, 
unabhangig der Oligonukleotidkonzentration, ebentalls beobachtet. Sie entsteht durch einen geringfugigen 

40 Anteil von nicht gecappter pbink-2C RNA in der Preparation. Die Zugabe des Oligonukleotids 1868 
beeinfluBt die Translation der RNAs nicht. 

Da das Oligonukleotid 1092 komplementar zu der Sequenz um das erste AUG ist, konnen die 
Ribosomen in seiner Anwesenheit an dieses AUG nicht binden, und die Translation der 37 kD Bande wird 
reduziert. Im hallo dor nicht gecappten RNA konnen die Ribosomen wetter an interne AUGs bindon und 
Proteinketten initnoron. Dahcr miisson die Ribosomen dirokt an die jowcihgen AUGs bindon konnen: du; 
.'woitc Hypothnso wm 1 jntoist'.it.T' Im hallo dor mil oinci Cap-Sl f u!<tui vorsohoncn pi ink-2C RNA wire! -1t; 
Iranslation unterbunden; die Ribosomen scheinen hior an cfic Uap-Struktur zu binden. konnen abur nichi 
initiieren. da die Anwesenheit des Oligonukleotids dies verhindcrt. 

Die Cap-Struktur verhindcrt die Translation der kleineren Produkte. indom die Ribosomen die Cap- 
Sttuktui eikennen. 

Beispiel 6: Herstellung von GR6 

hur die Herstellung des Plasmids GR6 (Beispiel 1) wurden drei Plasmide herangezogen, namlich p/73 
55 (HRV2 Nukleotide 562-1012; Skern, T. et al. (1985) Nucl Acids Res. 13, 2111 - 2126), p19 (HRV2 
Nukleotide 19-5100) (Duechler et al. (1989) loc. cit.) und p860. p860 enthalfdie HRV2 Nukleotide 660 bis 
1400 in der Pstl Schnittstelle von pUC9; die Orientierung ist so, dafl Nukleotid 1400 neben der bcoRI 
Schnittstelle des Polylinkers liegt. 
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Das Plasmid pGbM2 wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlli und BamHI geschmtten und mit 
alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryhert; ebenfalls mit Hindlli und BamHI wurde das 
Plasmid p/73 geschnitten. Das dadurch freigesetzte HRV2 Insert wurde aus einem Agarosegel eluiert und 
mit dem mit Hindlli BamHI lineansierten pGbM2 Vektor (Promega) ligiert. Nach Transformation in kompe- 

5 tente b.coli-Zellen wurde das resultierende Plasmid (GR1) isoliert. GR1 wurde dann mit den Restriktionsen- 
zymen Hindlli und Ncol und mit alkalischer Phosphatase behandelt; ebenfalls mit Hindlli und Ncol wurde 
das Plasmid pt9 geschmtten. Dadurch entsteht em 361 bp Hindlli Ncol Fragment mit den Nukleotiden 248 
bis 609 der HRV2 Genkarte. Dieses fragment wurde aus einem Agarosegel eluiert und mit dem wie oben 
beschrteben behandelten GR1 Plasmid ligiert. Das resultierende Plasmid (GR2) wurde mit dem Restriktions- 

w enzym bcoRI geschnttten und mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm behandelt; ebenso wurde das 
Plasmid p860 mit bcoRI geschnitten Das dabei entstehende 680 bp Fragment von der bcoRI Stelle bei 
Nukleotid /43 der HRV2 Genkarte bis zur bcoRI Stelle des pUC9 Polylmkers (d.h. zu Nukleotid 1400 der 
HHV2 Genkarte) wurde isoliert und mit dem mit bcoRI geschnittenen, mit alkalischer Phosphatase 
behandelten GR2 Vektor ligiert. Nach Transformation in kompetente b.coli-Zellen wurde das entsprechende 

ib Plasmid (GRb) isoliert. Das Plasmid GR5 wiederum wurde mit dem Restriktionsenzym Hindlli geschnitten 
und mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm dephosphoryliert; ebenso wurde das Plasmid pi 9 mit 
Hindlli behandelt. Das gebildete 240 bp Fragment von der Hindlli Schnittstelle im Polylinker bis zur Hindlli 
Schnittstelle bei Nukleotid 248 der HRV2 Genkarte (d.h. Nukleotid 19 der HRV2 Genkarte bis 248) wurde 
mit dem linearisierten GRb Vektor ligiert. Nach Transformation in kompetente b.coli-Zellen wurde ein 

20 Plasmid isoliert, dessen Struktur in Figur 22 abgebildet ist (GRB). Nach der Linearisierung mit dem 
Restriktionsenzym Barrel entsteht bei der in vitro T ransknption mit 17 RNA Polymerase eine RNA die von 
der Transkriptionstelle bis zur bcoRI Stelle, dem Beginn der HRV2 Sequenz, 28 Nukleotide umfafit, gefolgt 
von den Nukleotiden 19 bis 1400 der HRV2 Sequenz (Figur 21). 

?b Beispiel 7: Ermittlung der Substratspezifitat der Proteinase 2A von HRV2 (HRV2 2A) mit Peptidsub- 
straten 

Aufgrund bekannter Studien mit einer reifen, rekombinanten Proteinase 2A von HHV2 (HRV2 2A) konnte 
gezeigt werden, daf3 besonders die Position P2. uberraschenderweise nicht aber Position P1, fur die 

30 Spaltbarkeit verantwortlich ist. Die Verwendung von C- und N-terminal verkurzten Peptidsubstraten weist auf 
woifere zusatzliche wichtige Positionen in der P-Hegion ("upstream" von der Spaltstelle) und der Pt- und 
P2-Position hm (Sommergruber, et al. loc. cit.). Urn die Substratspezifitat bzw. brkennungssequenz von 
HRV2 2A genauer zu charakterisieren (insbesondere der P1 -Position und der P8-P3-Region), wurden 1b- 
mor Oligopeptide synthetisiert, die jeweils, einen Aminosaureaustausch in den Positionen P8 bis P6' 

3b aufweisen. Dabei wurde in den einzelnen Positionen jeweils gegen eine saure, basische, hydrophobe und 
polare Aminosaure ausgetauscht. Im Fall der Positionen P2, P1 und PT wurden mehrere Aminosauresubsti- 
tutionen vorgenommen. 

Samtliche Peptide wurden auf einer Milligen (Modell 90b0) Oder einer Zinsser (SMPS 350) 
Peptidsynthese-Appatatut nach der Pmoc-Methode (Fluoten-9-ylmethoxy-carbonyl; Merritield (1963) J. Am. 

40 Chem. Soc. 85, 2149-2154) uber aktivierte bster oder HOBtOPCDI synthetisiert. Als Festphase fur die 
Peptidsauren wurde wahlweise ein Polydimethylacrylamid-Harz auf Kieselgurbasis (Pepsyn KA, 
Milligen/Biosearch), ein TentaGel S AC (Rapp Polymeres), ein Sasrin-Harz oder ein Wang-Harz (Bachem, 
Schweiz); fur Peptidamide ein TentaGel AM (Rapp Polymere) verwendet. Die Fmoc-gekoppelten Aminosau- 
rodenvatc der frcion und der Pcntaftuorphenylcstor (Opfp-Fstor) wurden von Bachem Ag (Schweiz) und 
Novabiorhem (Srhweiz) bo/ogen. Die Soitenkettonprotoktion war wio folgt: Arg(Mti). Arg(Pmc), Asp(tBu). 
Cv::(i'[» C;iu{tl.'i:V I ! • • SorUliu) und Ihi(U'u) Dio IVp'idr wirdpn duu:h 1 1- A-l >ot landluni ] \nr*i Hai ' 
gcspalton. die Soitc:nkettun dutch droistundige Inkubation in If A 1 hioamsol Ihioctosol (v v 9b:3:2) cnt- 
schutzt. Die komplctte bnlfcinung der Mtr-Gruppe bei Aig bondtigto ome cinstundigc Sautebehandlung boi 
b0 r C Die Peptide wurden anschliefiend in bssigsaurc gelost, in Diethylother prazipitiert, zentrifugicrt und 

■»f lyoplnlistiMi Analytisck! HPL C Studien (Watcis System) wutdtin in oiihmti hnoaron Gradientun von 
H20 TFA^ 100:0,1 und AcetonitrilM FA = 100:0.1 (im folgenden B genannt) auf einer Bakerbond C18 Saule 
("wide pore") durchgefuhrt. Die semipraparative Irennung wurde unter den gleichen Bedingungen auf einer 
Hibar LiChrosorb RP18 Saule (250 2b Merck) vorgenommen. Die Charakterisierung aller Peptide ertolgte mit 
Hilfe der "Plasma Desorptions Mass Spectroscopy" (PDMS) auf einem BIO ION BIN K20 Gerat. 

55 Die Substratspezifitatsstudien, wie auch alle anderen Studien in diesem Beispiel, wurden mit einer 
reifen, rekombinanten HRV2 2A durchgefuhrt. Mittels Kompetitionsstudien unter Verwendung eines 16-mer 
Wildtyp-Peptidsubstrats (P8-P8') als Referenzpeptid wurde der jeweilige (Vmax Km)rel-Wert flir das mutierte 
Peptidsubstrat ermittelt. Das Peptid P8-P8' (TRPIH r A" GPSDMYVH (SbQ ID NO 23)) entspricht der nativen 
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Spaltstelle von HRV2 2A im Polyprotein ( I RPIir T A ist der C-termmale leil von VP1 und GPSDMYVH der 
N-lerminus von HRV2 2A). Dieses Peptid wird von der rekombinanten HRV2 2A mtermolekular korrekt 
zwischen Ala und Gly prozessiert (Km-Wert: (5,4±0,02) x 10~ 4 Mol/I; Sommergruber et al., loc cit). Der 
ubtiche lestansatz zur Bestimmung der (Vmax Km)rel Werte war wie folgt: 500 u\ einer wassrigen Losung 

5 von Puffer A (150 mM NaCI, 50 mM TrisHCI, pH 8, 5mM Dl r, 5% Glycerin und ImM EDTA) mit 100 uM 
P8-P8' und 100 uM des jeweiligen mutierten Peptidsubstrats wurden bei 34 °C 10 min prainkubiert. Die 
Kompetitionsreaktion wurde durch Zugabe von 1 &\ einer reinen (ca. 95%) HRV2 2A Stammlosung (2mg ml 
in Puffer A + 0,05% NaN 3 ) gestartet. 50 ul Proben wurden jeweils nach 30, 60, 90, 120 und 150 sek bzw. 
nach 2, 4, 8, 16 und 32 mm entnommen, in em ULIRAhREE-MC Rohrchen (10,000 NMWL; ha. Millipore) 

w mit jeweils 250 ul 0,5 M HCICU transferriert (Reaktionsstop), gemischt und auf his gesteilt (mindestens 1b 
mm) Anschlieflend wurde die Losung 30 min bei 14K, 4°C in einer SIGMA Eppendorfzentrifuge zentrifu- 
giert Das Eiltrat wurde direkt zur HPLC Analyse eingesetzt. Peptidsubstrate und deren Spaltprodukte 
wuiden entweder auf einem Kurzgradienten (5,5 min; 5,4% B mm; Merck Supersphere C18 Saule, 4x50 
mm) oder einem Langgradienten (34,5 min; 0,8% B^min; Bakerbond WP C18 Sauie, 4,6x250mm) aufge- 

i$ trennt. Die Messung der UV Absorption wurde bei 210 nm und 280 nm durchgefuhrt. Die Spaltprodukte 
wurden mittels Komigration von Referenzpepetiden und/oder durch Proteinsequenzierung (Hunkapiller und 
Hood (1983) Science 219, 650-659) identifiziert. Der prozentuelle Anteil der Spaltung fur jeden Zeitpunkt 
wurde durch Vergleich der Harhen der C- und N-terminalen Produktpeaks mit dem des verbliebenen 
ungespaltenen Peptidsubstrats ermittelt. Zusatzhch wurden die Daten graphisch ausgewertet, urn etwaigo 

20 Abweichungen vom klassischen Kurvenvertauf zu erkennen (z.B. sigmoide Kurve, allostensche bffekte etc.) 
Bei keinem der in Abb. 23 angefuhrten mutierten Peptidsubstrate konnte solch ein Effekt beobachtet 
werden. Eur jedes Substrat und dessen Spaltprodukte war die Gesamtflache der Peaks unabhangig vom 
Mafl der Spaltung (< 5%). Eur zwei Peptidsubstrate 1 und 2 ergeben sich in einem Kompetitionsassay nach 
Pallai et al. (Pallai et al. (1989) J. Biol. Chem. 264, 9/38-9741) die (Vmax/Km)rel-Werte: 

?b 

(Vmax/Km)V(Vmax/Km)2 = log(1 -E1 )'log(1-E2) 

wobet E der Anteil des umgesetzten Substrats ist. In alien Kompetitionsstudien waren Substrat- und 
Produktpeaks entweder auf dem langen oder dem kurzen bzw. auf beiden Gradienten uber HPLC-Analyse 

jo voneinander trennbar. Alle Peptide, die nach einer Inkubationszeit von 32 mm mit HRV2 2A keine- 
Spaltprodukte zeigten, wurden in einem getrennten Ansatz 3 Stunden mit HRV2 2A inkubiert; die Abwesen- 
hoit von Spaltprodukten wurde in der lab. 1 mit "keine Spaltung" angegeben. Alfe (VmaxKm)rel-Werte 
wurden in drei voneinander unabhangigen Kompetitionsexperimenten ermittelt. In fast alien Eallen lagen die 
Werte innerhalb der 20% Grenze. Nur bei den in Abb. 23 mit einem (#) versehenen Werten lag die 

35 Reproduzierbarkeit der Daten etwas hoher als 20 %, da sich die Peaks ihrer Spaltprodukte sowohl auf dem 
kurzen als auch auf dem langen Gradienten uberschnitten. 

Von a Iter en Studien her war bekannt, dafl I hr in P2 eine sehr wichtige Rolle bei der Substraterkennung 
spielt (Sommergruber et al., loc cit). Diese Daten sind zusatzhch ebenfalls tn Abb. 23 aufgelistet. Nur emige 
wenige Armnosauren konnen in P2 eingesetzt werden (z.B. Arg, Ser, Asn oder Met), ohne die bifizienz der 

40 Spaltung drastisch zu erniedrigen bzw. die Spaltung zu verhindern. 

Von geringerer Bedeutung fur ein effizientes Prozessieren von Peptidsubstraten ist die Position P1; bis 
auf wenige Ausnahmen (z.B. Pro, Asp und Glu) werden samtliche Aminosauresubstitutionen toleriert. 6 
Peptide mit Anderungen in P1 (P1G, PI V, PIN, P1S, P1Q und P1 K) zeigten eine schlechte Spalteffizienz 
(etwa 110 und darunter); PTL, P1K, PI I . P1H und P1R dagegen eine 1.5- bis 2.5-facho Reduktion in ihrer 

is Spaltbaikoit P1Y. P1M und PIC wiodorum woisen ctwa oinon 1.5- bis 5-fachen Ansticg der Spalteffizienz 
auf »MY « -r honv dcrhnlh so mtorcs^iint. fa lyi Gly die Spaltstelle tijr alle 3 PolK'Siammo roprfiFontiot t 
Gcnoioli durlto ciie zu PI analogc Position Si im bnzyin dahor ohoi eine "otlenc" Wochsolwir kungsstclle 
darstollen. Nicht eilaubt sind in diesei Position Pro. Asp und Glu. 

Die vorliegendcn Daten iiber die Position PV zeigon eine noch wescntlich hohere Restnktion tur dieso 

•wi Position z.B l)Oi Position P2. In kom^in tall u i mei Sulistitutton von Gly kennte emo Spaltunij 
nachgewiesen werden. 

Weitere Substitutionen in der P'-Region ("downstream") erbrachten nur mehr irn f-all der Position P2 
(Pro) eine merkliche Beeinflussung der Spaltbarkeit (Abb. 23: Peptide P2'h, P2'l , P2'D und P2'K) mit einer 
Reduktion urn das 2,5- bis 5-fache. Alle weiteren Substitutionen bis zur Position P6 zeigen nur mehr 
55 genngere Effekte. Diese Daten werden von den kurzlich mit kurzeren Wildtyppeptidsubstraten durchgefuhr- 
ten Kompetitionsstudien unterstiitzt, indem gezeigt werden konnte, dafl Deletionen vom C-Terminus des 
Peptids bis zu P2' kemen dramatischen Effekt auf die Spaltbarkeit ausuben (Sommergruber et al. (1992) loc 
cit.). 
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Ganz anders ist die Situation bei N-terminal verkurzten Peptidsubstraten. P6-P8' konnto gegenuber P8- 
P8' nur mehr em Dnttel so effizient gespatten werden. P5-P8' und P4-P8' Substrate waren sogar 6- bzw. 10- 
fach in ihrer Spattbarkeit gegenuber P8-P8' reduziert (Sommergruber, et al., loc cit). Von den in Fig. 23 
gezeigten (Vmax Km)rel Werten der in der P-Region substituierten Peptide zeigen vor allem die P4- 

5 Mutanten (P4K, P4S, P4D und P4F) drastisch reduzierte Werte. Durch die Verwendung der von Coxsackie- 
virus abgeleiteten Spaitpeptide (Peptide A, B, C und CoxMut) konnte aufterdern demonstriert werden, dafl 
em Austausch von lie gegen Leu in Position P4 nicht fur die Reduktion der Spalteffizienz verantwortlich 
gemacht werden kann (Peptid B mit einem relativen Vmax/Km-Wert von 0,82). Das bedeutet, datf em 
konservativer Austausch von lie gegen Leu keinen nennswerten binflufi aut die Spaltbarkeit eines Substrates 

io ausubt, jedoch andere Aminosauren an dieser Stelle nicht akzeptiert werden (siehe Fig. 23). 

binen geringeren, wenn auch noch deutlich erkennbaren bttekt haben die Substitutionen in der Position 
P6 und P/. Bis aut P/F, P7Q und P6F zeigen die Peptidsubstrate eine 4 bis b fach reduzierte Spaltbarkeit 
(siehe Fiq. 23). Umgekehrt aber weist em Peptidsubstrat (Coxwt B4), welches aus der P-und P'-Region von 
Coxsackie HA besteht, einen (Vmax/Km)ret Wert von nur 0,15 gegenuber einer Mutante (CoxMut) mit einem 

76 Pro in P6 von 0,82 aut. Mit Ausnahme von Peptidsubstrat C (Val in P1) werden die von Coxsackie B4 
abgeleiteten Peptidsubstrate von HRV2 2A mit gleicher bffizienz umgesetzt. Bei dieser Peptidgruppe durfte 
das Pro m P6 eine grdBere Rolle als das Arg in P7 spielen. Zu bemerken ware jedoch bei den Peptiden A, 
C und CoxMut, daft die Aminosaure in PI gegenuber der in Peptid B (weist ein Ala in P1 aut; entspricht 
dem Wildtyp) eine ungunstige Ausgangssituation fur die Spaltung der Peptide A, C und CoxMut entstehen 

20 lafit (siehe P1-Mutanten in Fig. 23). bs ist daher nicht auszuschlieBen, daB der negative binflufi moglicher- 
weise nicht alleine durch den Austausch von Pro in P6 zustandekommt. 

Urn nun die Bedeutung der Position P7 und P6 naher zu beleuchten und urn den Beweis zu erbringen, 
daB tatsachlich nur dieses Motiv zur Spaltung eines an alien anderen Positionen statistisch substituierten 
Peptidsubstrats ausreicht, wurden zwei weitere Peptide MMP1 und MMP2 synthetisiert und ihre (Vmax/Km)- 

25 re I Werte bestimmt. MMP1 besitzt in P/ ein Arg, in P4 ein lie, in P2 ein Thr, in P1' ein Gly und in P2' ein 
Pro; MMP2 ist gegenuber MMP1 dermafien verandert, daB kein Arg in P7 jedoch em Pro in P6 anzutreffen 
ist. Wie aus Fig. 23 ersichtlich werden beide Peptide urn das 10- bzw. b,b-fache besser gespalten als das 
Wildttyppeptid P8-P8'. Das Fehlen von Arg in Position P7 in MMP2 reduziert dabei die Spalteffizienz bereits 
urn das 2-fache. Vergleicht man zusatzlich die Spaltregionen anderer Rhino- und bnteroviren, so erkennt 

30 man, daft in fast alien Fallen in Position P7 (HRV2, HRV1B, HRV85, HRV14, Cox B1, Cox B4), im Fall von 
HRV89 und Cox B3 in Position 10, und im Fall von HRV9 und den 3 Poliostammen (PV1-3) in Position 6, 
eine stark positive Ladung anzutreffen ist. Prolin dagegen wird nur bei HRV2 in Position P6, bei HRV89 in 
Position P9, bei HRV1B in Position P8 und den 3 Poliostammen in Position P10, angetroffen. Moglicherwei- 
se besteht in diesem Bereich zwar ein Bedart fur eine stark positive Ladung zwischen P6 bis P10, nicht 

35 aber fur Prolin. Der Abstand der positiven Ladung zur Spaltstelle konnte dabei weniger von Bedeutung sein; 
es ware z.B. denkbar, daB die Region zwischen Spaltstelle und positiver Ladung sich dem jeweiligen 2A- 
bnzym durch Bildung einer "loop"-Struktur anpaBt. 

Substitutionen in den Positionen Pb (mit Ausnahme von PbD) und P8 zeigen keinen signifikanten bffekt; 
im Fall der P8-Substitutionen sogar eine Stimulierung (P8F und P8K) bzw. Wildtypeigenschaft bei P8N. 

40 Generell war zu beobachten, daft eine Asp-Substitution immer zu einer Erniedrigung der Spalteffizienz 
fuhrte, wahrend die Lys-Substitutionen einen eher stimulierenden bzw. einen geringeren negativen Effekt 
hervorriefen; wie z.B. die (Vmax/Km)rel-Werte von PBD und P8K (0,56 und 1,26), P6D und P6K (0,06 und 
0,19), PbD und PbK (< 0,01 und 0,95), P3D und P3K (0,11 und 0,79), Pb D und Pb K (0,39 und 1,0b) usw. 
Dies deutet darauf hin. daft im Substrat eingebrachte negative Ladungen bei der Wechselwirkung mit dem 

j< Fnzym s'toron. positive dagogon moistens omen gonngen SuhsMutionseffekt aufwcisen. in violen Fallon 
^.o:ja: /li oinoi Stimulierung doi Spaltbarkeit Hihien konncn (; H P8K. P4 K und Pb K) 

Basic-iund aut diesen Daton und dun Ligobnisson doi Delotionsstudien m Poptidsubsttaton 
(Sommcigiuber. ct al.. loc. cit.) kann man wie folgt eine potentielle brkonnungssequonz fur HRV2 2A in 
omem Peptidsubstrat beschreiben: 

P7 (Arg) -P6 (X) -P5 (X) -P4 ( Tie/Leu) -P3 (X) -P2 (Thr) -PI (X) * 
PI' (Gly)-P2' (Pro) 

55 
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Beispiel 8: Ermittlung potentieller Spaltmotive in p220-Molekul 

Das in Beispiel / ermittelte Sequenzmotiv wurde dazu verwendet, urn nach potentiellen Spaltstellen im 

p220-Molekul, dem potentiellen zellularen Ziel der Proteinase 2A Aktivitat, zu suchen. (Krausslich et al. 
5 (1987) J. Virol. 61, 2^1 1-271 8). Da die Aminosauresequenz des humanen p220 Proteins (elF-4 7 ) veroffent- 

licht wurde (Yan et al. 1992, J. Biol. Chem. 267, 23226) war es mbglich, nach potentiellen Spaltregionen 

innerhalb des p220 Molekuls zu suchen. 
Als Such-Motiv wurde: 

Arg-X-X-lle 'Leu-X- 1 hr-X-Gly-Pro 
w vorgegeben und mit Hilfe von Computerprogrammen (MacMolly U. Schdneberg et al., Softgene GesmbH 

und DNA Protean/DNA Star Incorp.) mit verschiedenen Stringenzen nach potentiellen Spaltstellen gesucht. 

Zusatzltch wurden alle bis jetzt bekannten Sequenzen der VP1-2A Spaltstellenregionen von bntero- und 

Rhinoviren ebenfalls fur dieses Suchprotil emgesetzt (Ubersicht siehe: Palmenberg, A., 1989, in "Molecular 

Aspects of Picornavcirus Infection and Detection"; American Society for Microbiology, Washington, D.C., 
is 211-241; eds. Semler und Ehrenfeld). Dabei wurden b potentielle Regionen ermittelt, die zumindest 

teilweise der Anforderung der Substratsspezifitat genugen (siehe Abb. 23 Peptidsubstrate p220-1 bis p220- 

b; SEQ ID NO 122-126) 

Wie oben beschrieben wurden 16-mer Oligopeptide synthetisiert und im Kompetitionsassay eingesetzt. 
Uberraschenderweise zeigte sich, dal3 die Peptidsubstrate p220-4 und p220-3 von HRV2 2A prozessiert 

20 werden konnen, was bedeutet, dafi zunnindest potentiell angreifbare Spaltstellen im p220 Molekul existieren 
und die Moglichkeit einer direkten Proteolyse von p220 wahrend des "host cell shut-off" nicht auszuschlie- 
Ben ist. Die Position der Peptidsequenzen im p220-Molekul ist fur p220-1: 457-472, p220-2: 493-b08, p220- 
3: 737-752, p220-4; 4/6-491 und p220-b: 896-911 (Yan, R. et al. (1992) J Biol. Chem. 267, 23226-23231). 
Die Bestimmung des Km-Wertes fur das von p220 abgeleitete Peptidsubstrat p220-4 erfolgte wie oben 

25 fur die Kompetitionsexperimente beschrieben, nur wurde die Reaktion bei 1b °C und mit verschiedenen 
Peptidsubstratkonzentrationen (0,25 - 4 mM) durchgefuhrt. Die Zeitpunkte der Probenentnahme im linearen 
Bereich (Spaltung <10 %) richteten sich bei den einzelnen Ansatzen nach der Konzentration des Peptidsub- 
strats. Die Ermittlung des Km-Wertes erfolgte graphisch nach Lineweaver-Burk (Lineweaver und Burk, 
(1934) J Am. Chem. Soc. 56, 6b8) wobei jeweils von 3 unabhangigen bxpenmenten eine Regressionsgera- 

30 de errechnet wurde. Der Km-Wert fur p220-4 liegt mit 1,/1 ± 0,3 x T0~ 3 Mol l innerhalb der zu erwartenden 
GroBenordnung (im Vergleich mit dem Km-Wert fur das Wildtyppeptidsubstrat P8-P8';5,4±0,02 x 10"" 
Mol/I). 

Es kann damit gezeigt werden, daB im p220 Molekul durchaus potentielle Spaltstellen fur einen direkten 
Angriff von HRV2 2A zur Verfugung stehen. 
as Sowohl p220-3 als auch p220-4 wirken als kompetitive Inhibitoren und sind in der Lage, den "host cell 
shut-off" zu mhibieren. 

LEGENDEN ZU DEN FIGUREN 

40 Figur 1 zeigt den Herstellungsweg des Plasmids pUC18-2C*3A. 

Figur 2 zeigt die fur die Einfuhrung eines Stoppcodons hinter dem 2C Gen verwendeten Oligonukleoti- 
de. Gezeigt sind auch die Sequenzen von diesem Bereich vor und nach der Mutagenese; das geanderte 
Codon ist durch Fettdruck hervorgehoben. 

Figur 3 zeigt den Herstellungsweg der Plasmidc pSVL-2BC und pSVL-^C. 
J5» Figur 4 zeigt die fur die Herstellung von pSVL-2BC und pSVL-2C vorwondoton Oligonuklootido: dio 

AUGs sind duicli Fettdruck hoivorgohobon 

Figur 5 zeigt die Plasrmde pLink-2BU und pLink-2C. Dor schwarzo Ptcil markioit joweil^ das synthoti- 
scho AUG, das voi don beiden Genon oingetuhrt wurdo. Die offenen Pteile markicren AUGs bc;i denen 
vermutlich cine interne Initiation stattfindet. S zeigt den Promoter dor I / RNA Polymerase. Dor geschlosse- 
■-!/ ne Kioif. zi.'Kjt diti Position dos dun h geziylte MuL-igonosu emgeluhi t*"-*n Stopcoduiis Abkuizung. Ba, 
BamHI. 

Figur 6 zeigt die Konstruktionen pHRV2 b'UT R-2C, p£-2C, pl_ink-2C und pl_ink-2BC. Der offene 
Rhombus stellt die b'UTR des Kamnchen ^-Globingens dar. Die ubrigen Symbole sind mit denen in Figur b 
identisch. 

55 Figur 7 zeigt die Oligonukleotide die fur die Herstellung der Konstruktionen von pHRV2/5 , UTR-2C und 
P0-2C verwendet wurden; das AUG ist durch Fettdruck hervorgehoben. 

Figur 8A zeigt das Fluorogramm eines 12,5%-igen Proteingeles mit Translationsprodukten von unge- 
cappten RNAs von den vier Plasmiden pHRV2/b'UT R-2C (Spur 1), p0-2C (Spur 2), pl_mk-2C (Spur 3) und 
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pLink-2BC (Spur 4). In Spur b ist das brgebnis emer translation ohne Zugabe von RNA dargestellt. Dig 
Zahlen links (binheit: Kilodalton) weisen auf die Translationsprodukte von den HNAs von den Plasmiden 
pHRV2 b'U 1R-2C, p£-2C, and pLink-2C. Die Zahlen rechts (binheit: Kilodalton) weisen auf die zusatzlichen 
I ranslationsprodukte von der RNA des Ptasmids pLink-2BC. 
5 Figur 8B zeigt das Fluorogramm eines 12,5%-igen Proteingeles mit 1 ranslationsprodukten von RNAs 

von den tolgenden Plasmiden: 

Spur 1: RNA von Plasmid pHRV2 VUTR-2C ( ohne Cap-Struktur. 

Spur 2: RNA vom Plasmid pHRV2/b'U IR-2C, mit Cap-Struktur. 

Spur 3: RNA vom Plasmtd pLink-2BC, ohne Cap-Struktur. 
/o Spur 4: RNA von Plasmid pLink-2BC, mit Cap-Struktur. 

Spur 5: RNA von Plasmid pLink-2C, mit Cap-Struktur. 

Spur 6: RNA von Plasmid pLink-2C, ohne Cap-Struktur. 

Spur /: RNA von Plasmid pLink-2C, mit Cap-Struktur. 

Spur 8: RNA vom Plasmid pLink-2C, mit Cap-Struktur. 
75 In Spur / wurde der Kaninchenreticulocytenextrakt mit einer 2A Proteinase Preparation vorbehandelt, wie im 

Beispiel 3 beschrieben wird. In Spur 8 wurde der Kaninchenreticulocytenextrakt wte in Spur 7 vorbehandelt; 

in diesem Fall wurde eine 2A Preparation verwendet, die mit O.b mM Elastatinal versetzt worden war. 

Die Zahlen (binheit: Kilodalton) weisen auf die jeweiligen I ranslationsprodukte der verschiedenen RNAs. 
Figur 9 zeigt die Konstruktion pb!2A. Der mit waagrechten Stnchen gefullte Block stellt die 14 
20 Aminosauren des I / Gen 10 Proteins dar, der offene Block die letzten / Aminosauren des HRV2 VP1 Gens 

und der gerade, schwarze Block die 142 Aminosauren des 2A Gens. Die Bindungsstelle fur das PC20 

Antiserum ist durch das mit einem Kreuz gefullte Viereck dargestellt. S zeigt den Promotor der T7 RNA 

Polymerase. Die tolgenden Restriktionsschnittstellen sind angegeben: A, Apal; B, BamHI; H, Hindlll; M, Mlul; 

P, Pstl. bin Kreis bei emer Restriktionsschnittstelle zeigt an, daB diese Spaltstelle wahrend der Herstellung 
25 verlorengegangen ist. 

Figur 10 zeigt die Konstruktion pbT8c 2AA3Gly. Der mit waagrechten Stnchen gefullte Block stellt die 
13 Aminosauren dos 17 Gen 10 Proteins dar, der sich anschliefiende Streifen die 3 Aminosauren des a- 
F-ragmentes, der offene Block die letzten 28 Aminosauren des HRV2 VP1 Gens und der gerade, schwarze 
Block die 139 der 142 Aminosauren des 2A Gens. Die Position der Deletion der drei Glycinreste ist durch 

30 em Delta gezeichnet. Die Bindungsstelle fur das PC20 Antiserum ist durch das mit einem Kreuz gefullte 
Viereck dargestellt. S zeigt den Promotor der 17 RNA Polymerase. Die tolgenden Restriktionsschnittstellen 
sind angegeben: A, Apal; B, BamHI; H, Hindlll; P, Pstl; S, Sail, bin Kreis bei einer Restriktionsstelle zetgt an, 
daB diese wahrend der Herstellung verlorengegangen ist. 

Figur 11 zeigt die Konstruktion pEI8c2A. Der mit waagrechten Strichen gefullte Block stellt die 13 

35 Aminosauren des \7 Gen 10 Proteins dar, der sich anschlieBende Streifen die 3 Aminosauren des a- 
hragmentes, der offene Block die C-terminalen 28 Aminosauren des HRV2 VP1 Gens und der gerade, 
schwarze Block die 142 Aminosauren des 2A Gens. Die Bindungsstelle fur das PC20 Antiserum ist durch 
das mit einem Kreuz gefullte Viereck dargestellt. S zeigt don Promotor der T / RNA Polymerase. Die 
tolgenden Restriktionsschnittstellen sind angegeben: A, Apal; P, Pstl. 

40 Figur 12 zeigt ein mit Coomassie-Blue gefarbtes 1b % Proteingel mit den einzelnen Reinigungsstufen 
der 2A-Reinigung. In jeder Spur wurden 0,13 OD 2 so Einheiten aufgetragen. 
Spur 1: Proteingehalt des loslichen b. coli Rohextraktes. 

Spur 2: Proteingehalt des in Puffer A aufgenommen 40 % Ammoniumsulfatniederschlages. 
Spur 3: Proteingehalt der veremigten Mono-Q Fraktionen. 

Spur 4: Proteingehalt dor vorcinigton und konzentrierton Supcrdex Fraktionen (pool A). 
Spur b: Proteingehalt dor voioimgton und konzontr ;t :r ton Supordex hnktionen (Pool A) 

In Spui b wuido die Piobo mil omum Laommli-Pi obonputtor ohne p-Meicaptoethanol und ohne votheikje:; 
brhitzen aulgetragcn. 

Der Pfeil zeigt das 2A Protein. Die Zahlen links (binheit: Kilodalton) weisen auf die Position ausgewahl- 
w Um Maikeipiotemo. 

Figur 13 zeigt em mit Coomassie-Blue gefarbtes 1b % Proteingel von Fraktionen der Mono-Q Saule. bs 
wurden die Fraktionen aufgetragen, die zwischen 3b0 mM und bOO mM NaCI eluierten. 

Der Pfeil zeigt das 2A Protein. Die Zahlen links (binheit: Kilodalton) weisen aut die Position ausgewahl- 
ter Markerproteine. 

55 Figur 14 zeigt ein mit Coomassie-Blue gefarbtes 15 % Proteingel von Fraktionen der Superdex Saule. 
Es wurden die Fraktionen 33 bis 44 aufgetragen. Fraktionen 36 bis 43 wurden vereinigt und als Pool A 
bezeichnet; Fraktionen 33 bis 3b wurden ebenfalls vereinigt und als Pool B bezeichnet. 
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Der Pfeil zeigt das 2A Protein. Die /allien rechts (binheit: Kilodalton) weisen auf die Position 
ausgewahlter Markerproteine. 

Figur 15 zeigt ein mit Coomassie-Blue gefarbtes 1b % Proteingel von vier verschiedenen 2A 
Praparationen (Pool A Konzentrate), die in Lagerpuffer aufbewahrt wurden. 
5 Es wurden tolgende Mengen aufgetragen: 

Spur t: 6,3 ug (Gesamtmenge 1,04 mg, Konzentration 2,1 mg ml). 
Spur 2 2, 74 ug (Gesamtmenge 0,44 mg, Konzentration 0,88 mg ml). 
Spur 3: 9,84 ug (Gesamtmenge 1,64 mg, Konzentration 3,28 mg/ml). 
Spur A b,b2 ug (Gesamtmenge 0,92 mg, Konzentration 1,84 mg/ml). 
io Der Pfeil zeigt das 2A Protein. Die Zahlen links (binheit: Kilodalton) weisen auf die Position ausgewahl- 
ter Markerproteine. 

Figur 16A zeigt ein mit Coomassie-Blue gefarbtes 1b % Proteingel. 

Spur M: Markerproteine 

Spur 1: b ug von 2A Pool B (Hgur 21), zu dem 1.2b ug Kreatinkmase als Markerprotein versetzt worden 
Hi waren. 

Spur 2 b ug von 2A Pool B. 

Figur 16B zeigt das Huorogramm emes 12,5 % Proteingeles mit dem Translationsprodukt des Apal 
geschnittenen Plasmids p£HRV2/sub nach Inkubation mit 2A Proteinase. 
Spur 1 Inkubation (30 mm, 30 0 C) mit 10 ug 2A (Pool B). 
20 Spur 2 Inkubation (30 mm, 30 °C) mit 1 ug 2A (Pool B). 
Spur 3 Inkubation ohne 2A Proteinase. 

Die markierte 40 kD Bande ist das I ranslationsprodukt von p£HRV2 sub; die mit 32 kD markierte Bande 
entsteht durch die proteolytische Aktivitat der 2A Proteinase. 

Figur 16C zeigt das Huorogramm eines 12,5 % Polyacrylamidgeles mit I ranslationsprodukten folgen- 
25 der RNAs: 

Spuren 1 -4:2 ug HNA aus Kaninchenretikulocyten. 

Spuren b - 8: ca 1 ug einor in vitro transkribierten RNA (ohne Cap-Struktur) vom Plasmid pHRV2 VU TR-2C. 
Spur 9 Keine Zugabe von RNA. 

In den Spuren 1 und b wurde der HeL.a r ranslationsextrakt mit 2 ug aus 2A Pool B wie im Beispiel 5 
so beschneben vorbehandelt. In den Spuren den 2 und 6 wurde der HeLa I ranslationsextrakt nicht vorbehan- 
delt. In don Spuren 3 und / wurde der HeLa I ranslationsextrakt mit 1 ul Puffer C behandelt. In den Spuren 
4 und 8 wurde der HeLa t ranslationsextrakt wie in den Spuren 1 und 5 behandelt; in diesem hall wurde die 
2A Proteinase jedoch zuvor mtt 0.5 mM Llastatinal inhibiert. 

Der hnke Pfeil weist auf das 16 kD I ranslationsprodukt der Kaninchenretikulocyten; dor rechte Pfeil 
35 weist auf das 3/ kD translationsprodukt der RNA vom Plasmid pHRV21/'5'U 1 R-2C. 

Figur 17 zeigt die Sequenz des Oligonukleotides 1868; sie entspricht den Nukleotiden 1694 bis 1/1/ 
von SV40. 

Figur 18 zeigt das Huorogramm eines 12,5 % Proteingeles mit I ranslationsprodukten von pLink-2C 

RNA (circa 2 pmol) ohne Cap-Struktur in Anwesenheit folgender Oligonukleotide: 
40 Spur 1 ohne Oligonukleotid. 

Spur 2 0,2 pmol 1092 

Spur 3 2 pmol 1092 

Spur 4 20 pmol 1092 

Spur b 200 pmol 1092 
ff> Spur 6 0 2 pmol 1868 

Spin 2 pmol 1858 

Spur 8 20 pmol 1868 

In dor Spur M sind C -markierte Proteingi oHenmarkei (hrma Amursham. Produkt Nr. ChA 626) aufgetra- 
gen; d;e Zahlen links weisen aut ihro Molekulargewichto. Dm /ahlen rechts (tinheit: Kilodalton) weisen aut 

•>K liiu jowedigon 1 1 dnsiahonspiuduktw dot voiselm-;donon RNAs. 

Figur 19 zeigt das Lluorogramm eines 12,b % Proteingeles mit I ranslationsprodukten von pLink-2C 
RNA (circa 2 pmol) mit Cap-Struktur in Anwesenheit folgender Oligonukleotide: 
Spur 1 0,2 pmol 1092 
Spur 2 2 pmol 1092 

55 Spur 3 20 pmol 1092 
Spur 4 200 pmol 1092 
Spur 5 0,2 pmol 1868 
Spur 6 2 pmol 1868 
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Spur /: 20 pmol 1868 

Die Zahlen rechts (Linheit: Kilodalton) weisen auf die 3/ kD und 33 kD T ranslationsprodukte. 

Figur 20 zeigt die tabeMartsche Autlistung der Nukleottdsequenzen in der Umgebung der AUGs der 2C 
und 2BC-Konstruktionen (A). Das Oligonukleotid, datf fur die Konstruktion von pl_ink-2C benutzt wurde, ist 
5 unterstrtchen. Fur alle internen I ranslationsprodukte sind zwei AUG Startcodons moglich - auBer fur das 20 
kD Produkt. 7 eil (B) zeigt die AUGs tnnerhalb der HRV2 2C und 2B Sequenz, die als T ranslationsstart- 
Codons dienen kbnnten. 

Figur 21 zeigt eine schematise he Uarstellung des HRV2 Genomes und die Konstruktion GH6. Die 
geschlossenen Pfeile zeigen die ATG Kodons bei 449 und 611. Der schwarze Block stellt die kodierende 
io Region von HRV2 dar. S zeigt den Promoter der I / RNA Polymerase. Die folgenden Kestnktionstellen sind 
angegeben: A, Accl; Av, Avail; B, BamHI; Bn, Banll; H, Hindi; H3, Hindlll; N, Ncol; P, Pstl; HI, bco Rl; RV, 
bcoRV; Sa, Sail; Sm, Smal. 

Figur 22 zeigt die Aminosauresequenz der VP1 P2A-Proteine nach Skern et al. (198b) Nucl. Acids Res. 
13, 2111-2126 und Sommergruber et al. (1989) Virology 169, 68-//. 
?5 Figur 23 zeigt die relative Spaltbarkeit ausgedruckt in (Vmax Km)rel-Werten von synthetischen Peptid- 
substraten: 

a) mit einzelnen Aminosaurensubstitutionen in den Positionen P8 bis P6' in einem ib-mer Wildtypsub- 

strat, 

b) welche von der p220 Sequenz als potentielle Spaltregion abgeleitet wurden, 

20 c) mit einer artiftziellen Aminosaurensequenz, die das potentielle brkennungsmotiv fur HRV2 2A enthal- 
ten, 

d) die von der Coxsackievirus B4-Spaltregion fur 2A abgeleitet wurden. 
' gibt die Spaltstelle innerhalb der Peptidsubstrate an 

# weist auf Schwankungen in der Reproduzierbarkeit von mehr als ± 20 % hin (stehe Text). 

25 
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SEQUF.NZPROTOKO LI, 



35 



40 



(1) ALGEME1NE INFORMATION : 

(j) ANMFLDER: 

(A) NAME: Boehringor Ingclheim International GmbH 

(B) STRASSE: Binger Str . 

(C) ORT: Ingelheim 

(D) BUNDESLAND: Rheinland Pralz 

(E) LAND: Oeutschland 

(F) POSTLE1TZAHL: W-6b07 

(G) TELEPHON: 06132-772003 

( H ) TELEFAX: 01632-774377 

(I) TELEX: 4 18 79 1-0 bid 

(ii) ANMELDETI TEL : VERFAHREN ZUR ANALYSE DPS "HOST CELL 
SHUT-OFFS" 

(iii) ANZAHL HER SEQUENZEN: 2 2 

(iv) COMPUTER -LESB ARE FORM; 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETR1 EBS SYSTEM : PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(v) GEGENWARTIGE ANMELDEDATEN : 

ANMELDENUMMER: 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(l) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 4 2 c j Ami nosaure n 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGTF: linear 

(ii) ART DES MOLFKULS: Protein 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(H) STAMM: HUMAN RHINOVIRUS TYPE ? 



(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SFQ ID NO: 1: 

Asn Pro Va 1 Glu Asn Tyr lie Asp Glu Val Leu A^n Glu Va 1 Leu Va 1 
1 c > 10 1 'j 

Val Pro Asn lie Asn Ser Ser Asn Pro Thr Thr Ser Asn Ser Ala Pro 

20 2b 30 

Ala Leu Asp Ala Ala Glu Thr Gly His Thr Ser Ser Val Gin Pro Glu 

3 b 4 0 4 5 

Asp Val Tie Glu I'ht Arq -pyi Val ■ 1 r. I'M r Srr Gin Thr Arq Asp Gin 

b0 ' } b <>0 

Met Ser Leu Glu Spi; Phe Leu Gly Arq Ser GJy Cys lie His Glu Ser 

7 0 ao 

Lys Leu J u V.ii i'Li Leu Aia Asii iyt A^.n Lys Glu A;.n Phc Thr Val 
H b 9 0 9b 
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10 



15 



20 



25 



Trp Ala lie Asn Leu Gin Glu Mel Ala Gin lie Arq Arq Lys Phe Ciu 
] 00 105 110 

Leu Phe Thr Tyr Thr Arq Phe Asp Ser Glu lie Thr Leu Val Pro Cys 
115 120 12 5 

lie Ser Ala Leu Set Gin Asp He Gly His He Thr Met Gin Tyr Met 
110 135 140 

Tyr Val Pro Pro Gly Ala Pro Val Pro Asn Ser Arq Asp Asp Tyr Ala 
145 150 155 160 

Trp Gin Ser Gly Thr Asn Ala Ser Val Phe Trp Gin His Gly Gin Ala 

1 G 5 17 0 17 5 

Tyr Pro Arq Phe Ser Leu Pro Phe Leu Ser Val Ala Scr AJa Tyr Tyr 
180 385 190 

Met Phe Tyr Asp Gly Tyr Asp Glu Gin Asp Gin Asn Tyr Gly Thr Ala 
]95 2 00 2 05 

Asn Thr Asn Asn Met Gly Ser Leu Cys Ser Arg lie Val Thr Glu Lys 
210 215 220 

His He His Lys Val His He Met Thr Arq He Tyr His Lys Ala Lys 
225 230 235 240 

His Val Lys Ala Trp Cys Pro Arg Pro Pro Arg Ala Leu Glu Tyr Thr 
245 250 255 

Arg Ala His Arg Thr Asn Phe Lys He Glu Asp Arg Ser He Gin Thr 

260 265 270 

Ala He Val Thr" Arg Pro He lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met 

2 7 5 2 8 0 2 8 5 

Tyr Val His Val Gly Asn Leu lie Tyr Arq Asn Leu His Leu Phe Asn 
29 0 29 5 300 

Ser Glu Met His Glu Scr lie Leu Val Ser Tyr Ser Ser Asp Leu Ho 
305 310 315 320 

He Tyr Arq Thr Asn Thr Val Gly Asp Asp Tyr He Pro Ser Cys Asp 

325 33 0 33 5 

Cys Thr Gin Ala Thr Tyr Tyr Cys Lys His Lys Asn Arg Tyr Phe Pro 
3 4 0 34 5 3 50 

He Thr Val Thr Ser His Asp Trp Tyr Glu lie Gin Glu Ser Glu Tyr 
40 355 360 365 

Tyr Pro Lys His lie Gin Tyr Asn Leu Leu Tie Gly Glu Gly Pro Cys 
370 375 380 

Glu Pro Gly Asp Cys Gly Gly Lys Leu Leu Cys Lys His Gly Val He 
*8 5 190 U)5 4 0 0 

!v i ]»■ Val Th: A'a Gly Gly A: p Asn M : : Va i Ala Phe lie Asp Lou 
4 05 4 11) 4 15 

Arq His Phe His Cys Ala Glu Glu Gin 

.* "> o -1 r 

(?) INFORMATION ZU SFQ ID NO: 2: 



35 
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[ l ) S EQUEN / CHARAKThRl ST J KA : 
(A) LANGE: 22 Bar.cnpaaro 
( R ) ART: Nuk lei n^aure 
( C ) ST RANG FORM : Kin ?. o 1 
([)) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cUNS 



(xi) S EQUEN ZBESCHR El BUNG : SEQ I D NO: 2: 
ATCAATTGGC TATTGGAATA TA 
(?) INFORMATION XU S KQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENT CHAI^A KTER I ST I KA : 

(A) LANGE: bl Basenpaarp 

(B) ART: Nukleinsaurc 

(C) STRANG FORM : Doppe 1 

( D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART UES MOLEKULS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
jTTGATGTCA TGACAGCTAT ATTCC AAGGG CCA ATTGATA TGAAAAACCC A 
(?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTER I ST I KA : 

(A) LANGE : 51 Hasenpaarc 

(B) ART : Nukleinsaurc 

(C) STRANG FORM : Doppcl 
( I) ) TOPOLOGIE: linear 

(u) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GTTGATGTCA TGACAGCTAT ATTCCAATAG CCAATTGATA TGAAAAACCC A 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: b: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppcl 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: <:DNS 



(xi) .SEQUKNZBESCHRFTBUNG : SKQ TD NO: 
CTAGACCACC ATCGGGGTTA CAGATTATAT AC A 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 
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(j) SEQUENZ CHARAKTERIS'l i ka : 

(A) LANGE: 4 8 Basenpaare 

(B) AKT: NuUein^iurp 

(C) STRANG FORM: Doppe 1 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: cDNS 



(xi) SFQUENZRKSCHREI BUNG : S EO ID NO; 6: 

10 

CTAGACCACC ATGTCAGATT CATGGTTAAA GAAATTTACT GAAGCATG 

(J.) INFORMATION ZU SEC ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
75 (A) LANGE: ^2 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM : Doppe 1 

( D ) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: c:DNS 

20 

(XI) SEQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: '/: 
ACACTTGCTT TTGAOACAAC TGTGTTTACT TGCA/ V TCCCC CAAAACAGAC AG 
" 5 (2) INFORMATION ZU SEQ TO NO: 8: 

(l) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) ijvNGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nuklcim.au re. 

(C) STRANG FORM : Doppe 1 
30 ( 1) ) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : i:DNS 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNC: SEQ ID NO: R: 
CATGTCAGAT TCATGGTTAA AGAAATTTAC TGAAGCATG ^ 
(?) T N FORMAT ION ZU SEO ID NO: 9: 

(l) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; eONS 



(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: M : 
G G G G TCAAG A TAPTCA 

12) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 
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i ; j S EQU EN Z C H A RA K'i E K J ST 1 K A : 
(A) LANCE: 1? Bascnp^i!"' 
{ B ) ART: Nukleinsdur f 

(C) STRANG FORM : Kin7f-; 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: mRNS 



;xi) SEQUENZBESCHREIBUNC : SEQ ID NO: 10: 

ACCACCAUGU CA 12 

(?) INFORMATION ZU SEQ TD NO: 11: 

(:) SEOUENZ CM ARAKT ER 1 ST i K A : 
75 (A) LANGE: 12 Ba sen pa a re 

( B ) ART: Nukleinsauro 

(C) STRANGFORM: Eini'.cl 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; niRNS 

20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEC? ID NO: 11: 
GAt AGCAUGl] CA 1 2 

25 (2) INFORMATION ZU SEQ TD NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTER1ST1KA: 

(A) I.ANGL : 12 Basenpaaro 

(B) ART: Nuk le i nsdurf 

(C) STRANGFORM: Einzcl 
30 ( D ) TOPOLOGIE: linear 

ill) ART DES MOLEKULS: mRNS 

;)5 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 

GGCACCAUGU CA 1 2 

(2) INFORMATION ZU SEQ I D NO: 1 "1 



40 



(l) SEQUENZ CHARAKTER1STIKA: 

(A) LANGE: 12 Bascnpaarc 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

ii) ART 1 DES MOLEKULS: mRN S 



(vi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

CCCUGAAUGU GG 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1.4: 
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(l) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 
(A) LANGE : 12 Dasenpaar c 
(13) ART: Nukleinsciure 

(C) STRANG FORM : Einzoi 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: mRNS 



TO ( X1 ) SEQUENZBESCHRFIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

ACCACCAUGG GG 1? 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: IS: 

rb (l) SEQMENZ CHARAKTERI STI KA : 

(A) LANGE: 9 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Finzcl 
{[)) TOPOLOCIK: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: mRNS 

20 



(xi) SEQUENZBESCHRFIBUNG: SEQ ID NO: lb: 
CCRCCAUGG 

(2) INFORMATION ZU SEO ID NO; 16: 



(l) SEQUENZ CHARAKTERIST1KA: 

(A) LANG E : 12 Dasenparti e 

(B) ART: Nuk 1 einsaurc; 

(C) STRANG FORM : Einzel 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(n) ART DES MOLEKULS: inRNS 



3b (xi) SEQUENZBESCHRFIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

GAAUGGAUGA AG 

(2) INFORMATION ZU SEO 10 NO: 17: 

40 (l) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzol 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: mRNS 



(XI) SEQUENZBESCHREI BUNG : S EQ ID NO: \ ■ : 

,s f i 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 18: 
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(l) SEQUENZ CHARACTER J ST I KA : 

(A) LANGE: l BasonpaJi c 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGJC: linear 

ii) ART DES MOLFHULS: mRNS 



(xi) SEQUENZBESCUI- EI BUNG : SEQ ID NO: IK: 
GCUGACAUGA AA 12 
(2) INFORMATION ZU SEC ID NO: 19: 

(l) SEQUENT CHARAETERISTIKA: 

(A) LANGE: 1/ Basenpaare 

(B) ART: NuKlcinsaure 

(C) STRANG FORM : Kinzol 

(D) TOPOLOG1E: linear 

(li) ART DES MOLEKULS : mRNS 

(xi) SEQUENZBESCHRET BUNG : SEQ II) NO: 19: 
AUUAA/AUGG AA 1 1 

25 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZ CHARACTER 1 ST I KA : 

(A) LANGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nuklcinsaurc 

(C) STRANG FORM: Einzcl 
30 (D) TOPOLOGIE: linear 

(11) AR'I DES MOLEKULS: mRNS 

35 (xi) SEQUENZBESCHFEIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

GCCAAAAUGA UA 12 
(2) I NFORMATION ZU SEQ ID NO: 21: 



20 



40 



(l) SEQUENZ CHARACTER I ST I K A ; 

(A) LANGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nuklcmsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOI EKULS: mRNS 



(xi) SEQUEN ZBESCHRE1 BUNG : SEQ ID NO: 
AAAUGGAUGU DC 

(?) INFORMATION ZU SEQ 1 D NO : 22: 
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(i) S EQII ENZ CHAR AKTKR T ST T KA : 

(A) LANG L : 12 Hasenpaare 

(B) ART: Nukleinsaurc; 

( C ) ST RAN G FORM : E 1 n z o 1 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ll) ART DES MOLEKULS: mRNS 



10 {xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: ??: 

UCAGCAAUGG UC I? 
(2) INFORMATION ZU SEO ID NO: 21: 

?5 (l) SEQUENZ CHARAKTERIST1KA: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Anunosaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 
(L>) TOPOLOGIE: linear 



i) ART DES MOLEKULS: Peptic! 



(xi) SEQUENZ BESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 23 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Va 1 His 

1 S 10 lb 



(7) INFORMATION ZU SFQ ID NO: 24: 

( ) ) S EQ UENZ C H A RAKT E R. J ST I E A : 

(A) LANGE : lb Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: Einzol 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pept id 



S EQUENZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: ;> 4 : 

Arcj Pro llo 11c Thr Thr Ala Gly Pro Sci Asp M^t Tyr Va 1 

10 15 

(?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: lb Aminosauren 

(B) ART: Ami nosau ro 
(r) STRANG FORM: K i n z (- 1 

(P) TOPoponj E : 1 1 nrnt 

(ll) ART DES MOLEKULS: Poptid 



(xi) 



Thr 
1 



(XI) SEQUEN ZB ESCHREI BUNG : SEQ ID NO: ;> b : 
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A^p Arq Pro I ] c ]i<- j r. r Thr Ala Gly Pni .Ser Ar,y> Met Tyr Va 1 
1 10 15 

(A) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI ST I KA : 

(A) LANGE: IS Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFOPM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: Pcptid 



(xi) SEQUENZBE5CHRE I BUNG : SEQ ID NO: ?G: 

Phc Arq Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Va 1 
1 5 10 1 r ) 

{?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA: 

(A) LANGE : 15 Aminosauren 
(R) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKULS: Poptid 



(xi) SEOUENZBESCHRE1BUNG: SEQ ID NO: ?1 \ 

Al.;i Arq Pro lie He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
1 b 10 l s 

(2) INFORMATION ZU SEQ TO NO: 28: 

(l) SEQUENZ CHARAKTERI ST I KA : 

(A) LANGE : 15 Aminosaui en 

(B) ART: Aminnsaure 

(C) STRANGFORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS: Poptid 



(xi) SEQUEN ZBESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 28: 

Lys Arg Pro He lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met. Tyr Val 
1 b 10 15 

) INFORMATION ZU SEO 1 1) No : t ><t: 

( a S EQU EN Z CHARAKTFR I I 1 F A : 

(A) LANGE: 1 '> Am i nosauren 

(B) ART: Aminosdure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(p; TOPOLOGIE- li i 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 29: 



Thr Gin Pro lie lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Va 1 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 30: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



1S 



20 



25 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Thr Phe Pro He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 

30 

Thr Asp Pro He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 32: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 

Thr Thr Pro He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 33: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
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70 



15 



(D) TOPOLOGIE: linear 
ART DES MOLEKULS: Peptic! 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33: 

Thr Arg Thr He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

1 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ T D NO: 14: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L&NGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Ammosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Peptid 



20 (xi) SEQUENZBESCHRE1BUNG: SEQ ID NO: 34: 

Thr Arg Lys He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ TD NO: 35: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Arainosauren 

(B) ART: Antinosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

30 (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



25 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: 

36 Thr Arg Phe He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 36: 



40 



45 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Arainosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 



50 



Thr Arg Asp He He Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 lb 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 37: 
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10 



15 



20 



25 



35 



40 



50 



55 



(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) LXNGE: 16 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: 5EQ ID NO: 37: 



Thr Arg Pro Thr lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 38: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 

Thr Arg Pro Lys lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 39; 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 
30 (A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 39: 

Thr Arg Pro Asp lie Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 40: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

45 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nt 



3d 



• EP 0 564 801 A1 



Thr Arg Pro The lie Thr Thr Ala Gly Pro :»er Asp Met Tyr Va 1 
1 5 10 15 

(?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 41: 

5 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

70 (ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 41: 

Thr Arq Pro He Lys Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(?) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 42: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



15 



20 



25 



30 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 

Thr Arg Pro He Ser Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 43: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 
(D) ART: Aminosaure 
(C) STRANGFORM: Einzel 
35 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Peptid 



^ (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 43: 

Thr Arg Pro He Asp Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 44: 

45 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE : 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



50 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 44: 

Thr Arg Pro I1g Phe Thr Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

5 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 45: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

10 (C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 45: 

Thr Arg Pro lie lie Phe Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 46: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



30 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 

Thr Arg Pro lie lie Ser Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 47: 

35 (i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

43 (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 

Thr Arg Pro He He Asp Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 48: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) LANG K : 15 Aminosauren 
(H) ART : Aminosaure 
(C) STRANGFORM: Einzel 
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25 
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(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48: 

Thr Arg Pro lie lie Lys Thr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 49: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

76 (C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Ala Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 50: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 50: 

Thr Arg Pro He He Thr Val Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 51: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
40 (A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 51: 

Thr Arg Pro He He Thr Leu Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 52: 
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(i) SEQUENZ CHARAKTER 1 STI K A : 

(A) LANG E r 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzel 

(D) topologie: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



1Q (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 52: 

Thr Arg Pro He He Thr He Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 53: 

15 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANG E : 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

20 (ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 53: 

Thr Arg Pro He He Thr Pro Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
25 1 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 54: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 
30 (B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Peptid 

35 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 54: 

Thr Arg Pro He He Thr Phe Ala GLy Pro Set Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

40 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 55: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE; 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 
45 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 55: 

50 

Thr Arg Pro He He Thr Gly Ala Gly Pro Ser Asp Mc; i'yr 
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75 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 56: 

5 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

10 (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 56: 

Thr Arg Pro He He Thr Ser Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 57: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 57: 

Thr Arg Pro He He Thr Tyr Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 58: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 



40 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 58: 

Thr Arg Pro He He Thr Asn Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 59: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Ein2el 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



55 



. EP 0 564 801 A1 



Cxi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 59: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Gin Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
1 5 10 15 

5 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 60: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LXNGE: 15 Aroinosauren 

(B) ART: Aminosaure 

10 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKQLS: Peptid 



15 



20 



25 



30 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 60: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Asp Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2} INFORMATION ZU SEQ ID NO: 61: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: IS Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 61: 

Thr Arq Pro lie lie Thr Glu Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 lb 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 62: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
35 (A) LXNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE : linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



40 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 62: 

Thr Arg Pro lie He Thr Lys Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 63: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 1 r > Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

50 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOfUK: linear 
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70 



75 



30 



36 



45 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 63: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Arg Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 64: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 64: 

20 Thr Arg Pro lie lie Thr His Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6b: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
25 (A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 65: 



Thr Arg Pro He He Thr Met Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 66: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 
(8) ART: Aminosaure 
40 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 66: 

Thr Arg Pro He He Thr Cys Ala Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(,) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 67: 

(l) :u:QULN/, CHARAKTERISTIKA: 
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(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



JO 



75 



25 



35 



40 



45 



(xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 67: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Val Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 68: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(CJ STRANG FORM : Einzel 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 68: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Leu Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 69: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

30 (C) STRANG FO RM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 69: 

Thr Arg Pro lie He Thr Thr Pro Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 lb 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 70: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 70: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Phe Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
lb 10 15 
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w 



15 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



(2) INFORMATION ZU SEQ 10 NO: 71: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 71: 

Thr Arg Pro lie Tie Thr Thr Met Gly Pro Ser Asp Met Tyr Va 1 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 72: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

20 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 72: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Thr Gly Pro Ser Asp Met Tyr Va 1 
15 io 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 73: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L&NGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 73: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Tyr Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 is 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 74: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IJVNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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jo 



(xi) SEQUENZ BESCH RE I BUNG : SEQ ID NO: 74: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Asn Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 75: 

(i) SEQUENZ CHARAKT ERISTIKA : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 75: 

15 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Gin Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

{?.) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 76: 

2Q (i) SEQUENZ CHARAKT ERISTIKA : 

(A) IJVNGE: 15 AminosSuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 76: 

Thr Arg Pro lie He Thr Thr Asp Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 77: 

SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(1) 

35 



40 



45 



50 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 77: 

Thr Arg Pro He lie Thr Thr Glu Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 78: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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w 



15 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 78: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Arg Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 79: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 79: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Lys Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

20 (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 80: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzel 
2& (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



3Q (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 80: 

Thr Arg Pro He He Thr Thr Ser Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 81: 

35 (i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

40 (ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 81: 

45 Thr Arg Pro He He Thr Thr His Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 82: 



50 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 1 4 Aminosauren 

(B) ART: Aminnsaiirp 
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(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

5 



to 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 82: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Cys Gly Pro Spr Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 83: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LKNGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

'5 (C) ' STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



25 



30 



20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 83: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Gly Gly Pro Ser Asp Met Tyr Val 
1 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 84: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

( B) ART : Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 84: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Ala Phe Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 85: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
40 (A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



35 



bO 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 85: 

^hr Arn Pro lie lie Thr Thr Ala Thr Pro Ser Asp Met Tyr Val 

I J 5 10 15 

(;») INFORMATION ZU SEQ ID NO: 86: 
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(i) SEQUENZ CHARAKTERISTI KA : 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOG1E: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Pep t id 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 86: 

Thr Arg Pro lie lie Thr Thr Ala Asp Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 87: 

(ij SEQUENZ CHARAKTERISTI KA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 87: 

25 Thr Arg Pro He He Thr Thr Ala Lys Pro Ser Asp Met Tyr Val 

15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 88: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTI KA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 88: 



Thr Arg Pro He He Thr Thr Ala Leu Pro Ser Asp Met Tyr Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 89: 



(i) SEQUENZ CHARAKTERISTI KA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

45 (C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 89: 
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